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1. RESUMEN

La disminucion de las reservas de petréleo junto con el aumento de las
emisiones de los gases de efecto invernadero (GEI) ha dado lugar a un creciente interés
en la produccion y utilizacion de combustibles alternativos a los actuales combustibles
fosiles. Los biocombustibles liquidos (bioetanol y biodiésel), obtenidos a partir de
biomasa, son los tinicos productos renovables que pueden integrarse facilmente en los
actuales sistemas de distribucidon y son una de las pocas alternativas de diversificacion
del sector transporte a corto plazo. Por todo ello, los biocombustibles son una prioridad
en la politica energética de la Union Europea dirigida a asegurar el suministro

energético y reducir las emisiones de GEI.

En la actualidad, para producir bioetanol a escala industrial se emplea biomasa
amilécea o azucarada como materia prima lo que ha derivado en un intenso debate sobre
su sostenibilidad. En este contexto, el bioetanol producido a partir de biomasa
lignoceluldsica se muestra como una alternativa interesante ya que estas materias
primas se encuentran ampliamente distribuidas, no compiten con el mercado alimentario
y son mas baratas que los recursos agricolas convencionales. Ademads, el bioetanol
lignoceluldsico supone una gran ventaja respecto a las emisiones de GEI puesto que
implica una mayor reduccion neta de emisiones de CO, en comparacion con los

biocombustibles provenientes de materias amilaceas o azucaradas.

En los ultimos afios, se han estudiado diferentes tecnologias para la produccion
de etanol a partir de biomasa lignocelulosica, siendo los bioprocesos basados en
hidrolisis enzimatica los que se muestran como la opciéon mas prometedora. El éxito del
desarrollo comercial del etanol a partir de lignocelulosa requiere de una simplificacién
del proceso con una integracion de todos los pasos. Esta integracién de proceso implica
tener una vision global del pretratamiento, hidrolisis y fermentacion ya que cada uno de

estos pasos tiene una gran repercusion en el siguiente.

La presente Tesis Doctoral aborda el hecho de la integracion de las etapas de

proceso mediante el estudio de diferentes configuraciones para la produccion de etanol a
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partir de paja de trigo. La produccién maxima de etanol, asi como los rendimientos y las
productividades volumétricas han sido comparadas empleando diferentes estrategias de
hidrolisis y fermentacion separadas (HFS), sacarificacion y fermentacion simultdneas
(SFS) y sacarificacion y cofermentacion simultaneas (SCFS) con diferentes cepas de
levaduras etanologénicas: Saccharomyces cerevisiae Red Star, S. cerevisiae F12 y
Kluyveromyces marxianus CECT 10875. Ademas, también se han llevado a cabo
diferentes procesos de SFS y de SCFS en semicontinuo (con adicién de sustrato por

pulsos).

La explosion por vapor ha sido la tecnologia elegida para pretratar la paja de
trigo ya que, da lugar a una alta recuperacion de azlicares y a un aumento de la
digestibilidad de la celulosa. Sin embargo, durante el pretratamiento también se produce
la descomposicion parcial de la hemicelulosa y a la generacion de compuestos toxicos,
derivados de la degradacion de los azlcares y la lignina, lo que puede afectar las
siguentes etapas de hidrolisis y fermentacion. Por ello, tras esta etapa se suele realizar la
filtracion del material pretratado con la consiguiente obtencion de dos fracciones: una
fraccion solida o residuo solido insoluble (RSI) rica en celulosa y lignina y una fraccion

liquida o prehidrolizado rica en azicares hemiceluldsicos y productos inhibidores.

Tras el pretratamiento, llevar a cabo una SFS en lugar de HFS debe considerarse
como la mejor opcidn en un proceso de produccion de etanol. La SFS reduce el tiempo
total del proceso y permite obtener mejores rendimientos debido a que se minimiza la
inhibiciéon por producto final sobre la actividad enzimética. Ademas, al emplear la
fraccion lavada del residuo solido insoluble (RSI) en una SFS a 42 °C con K. marxianus
CECT 10875 se obtuvieron concentraciones mayores de etanol que las obtenidas en la
SFS a 32 °C con S. cerevisiae Red Star. Esto se debe a que K. marxianus puede crecer y
fermentar a temperaturas por encima de 40 °C, mas cercanas a la temperatura optima
para las celulasas empleadas en la hidrolisis, dando como resultado mayores
productividades volumétricas y mayores rendimientos de hidrélisis y etanol. Sin

embargo, este microorganismo presenta la incapacidad de fermentar pentosas.

Por ello, cuando se dispone de levaduras modificadas genéticamente como S.
cerevisiae F12, capaces de fermentar la xilosa, el mayor nivel de integracién de proceso

se alcanza al emplear el material pretratado completo en un proceso de SCFS. La
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realizacion de una SCFS con S. cerevisiae F12 supuso un incremento del 30% en la
produccion final de etanol en comparacioén con un proceso de SFS con S. cerevisiae Red
Star. Ademas, la concentracion de etanol obtenida en un proceso de SCFS con el
material pretratado completo fue mayor que la alcanzada en la SCFS del residuo sélido

insoluble y la fermentacion del prehidrolizado por separado.

Con objeto de mejorar el consumo de azucares y aumentar la tolerancia a los
toxicos, se sometid a la cepa recombinante S. cerevisiae F12 a un proceso de ingenieria
evolutiva mediante la adaptacion a prehidrolizados de paja de trigo con concentracion
creciente de inhibidores. El éxito de la ingenieria evolutiva se basa en la posibilidad de
seleccionar a las células con propiedades ventajosas bajo condiciones que reflejan las
caracteristicas de un proceso industrial. Dicha adaptacion dio como resultado una

poblacion con mayor tolerancia a los inhibidores y mayor tasa de consumo de azucares.

Las ventajas de realizar los procesos en semicontinuo se observaron tanto en la
SFS como en la SCFS. Al emplear K. marxianus CECT 10875 se alcanz6 una
concentracion de etanol de 36,2 g/l en un proceso de SFS a 42 °C en semicontinuo, la
cual se encuentra muy cercana al que se considera punto de referencia para una
destilacion econdmicamente viable (4% p/p). En un proceso de SCFS con la cepa
adaptada de S. cerevisiae F12, la configuracion en semicontinuo favorecio
significativamente la cofermentacion de la glucosa y la xilosa aumentandose asi los

rendimientos de etanol sobre azucares consumidos.

El mayor nivel de integracién de proceso se obtuvo al emplear el material
pretratado completo en una SCFS con la cepa adaptada de S. cerevisiae F12. A pesar del
incremento en el rendimiento de etanol que supuso la utilizacion de una cepa
cofermentadora de glucosa y xilosa en un proceso semicontinuo y adaptada a los tdxicos,
no se consiguieron superar los resultados obtenidos en un proceso de SFS en
semicontinuo a 42 °C con K. marxianus CECT 10875 a partir del RSI lavado. Por ello,
es necesario continuar con las investigaciones para obtener cepas recombinantes mas
robustas y resistentes a los inhibidores generados durante el pretratamiento que

presenten buenas capacidades fermentativas.
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ABSTRACT

The depletion of world’s petroleum supply as well as greenhouse gas (GHG)
effect have resulted in an increasing interest in alternative fuels. Biofuels, which are
obtained from biomass, are the only renewable products that can be easily integrated
into current fuel distribution systems, and one of the few alternatives for short-term
diversification in the transportation sector. Due to that, they represent a top priority in
the European Union energy policies intended to enhance energy security and reduce

GHG emissions.

Current production of ethanol relies on bioethanol from starch and sugars, but
there has been considerable debate about its sustainability. In this context, bioethanol
produced from lignocellulosic biomass is an interesting alternative since lignocellulosic
raw materials are much widely distributed, do not compete with food crops and they are
also less expensive than conventional agricultural feedstocks. Furthermore, bioethanol
from lignocellulose shows a remarkable advantage regarding GHG emissions since it

implies higher net CO; reduction in comparison to biofuels from sugar or starch.

In the last years, numerous improvements have been made on lignocellulosic
technologies for ethanol production, being the bioprocesses based on enzymatic
hydrolysis the most promising alternatives. Among all improvements needed to move
forward the implementation of the ethanol production process at industrial scale, the
simplification of the process with integration of all the stages offers the best prospects.
The integration of the steps implies to have an overall picture of pretreatment,
hydrolysis and fermentation because each stage has an important impact on the
following. This integration could have benefits in terms of lower capital and operating

costs.

The present Doctoral Thesis addresses the process integration issue by studying
different process strategies for ethanol production from wheat straw. Maximum ethanol
concentration as well as ethanol yield and productivity have been compared using
different process configurations such as separate hydrolysis and fermentation (SHF),

simultaneous saccharification and fermentation (SSF) and simultaneous saccharification
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and co-fermentation (SSCF) and several ethanologenic yeasts: Saccharomyces
cerevisiae Red Star, S. cerevisiae F12 and Kluyveromyces marxianus CECT 10875.

Furthermore, fed-batch approaches have been used in SSF as well as in SSCF processes.

Steam explosion has been chosen as the method for pretreating wheat straw
since it results in both high sugar recovery and an improved digestibility of cellulose.
However, pretreatment leads to a partial hemicellulose decomposition and the
generation of toxic compounds, derived from sugar degradation and lignin,
solubilization that could affect the subsequent hydrolysis and fermentation steps. Due to
that, the pretreated material or slurry is usually filtered in order to obtain two fractions:
the water insoluble solid fraction (WIS), rich in cellulose and lignin, and the

prehydrolysate rich in hemicellulosic sugars and toxic compounds.

After pretreatment, performing SSF instead of SHF should be considered the
best option in an ethanol production process. SSF reduces the total duration of the
process and allows higher overall yields due to the minimization of the end-product
inhibition on enzyme activity. Furthermore, SSF at 42 °C with washed water insoluble
solids (WIS) fraction of steam-exploded wheat straw with Kluyveromyces marxianus
CECT 10875 resulted in higher ethanol concentration when comparing to an SSF
process at 32 °C with Saccharomyces cerevisiae Red Star. K. marxianus can grow and
ferment at temperatures above 40 °C, closer to the optimum for the cellulases employed
for hydrolysis, so resulting in higher saccharification and ethanol yields and volumetric

productivities. However, K. marxianus is unable to ferment pentoses.

When an engineered xylose fermenting yeast such as S. cerevisiae F12 is
available, the highest level of process integration is reached when employing the whole
slurry in an SSCF process. About 30% more ethanol than the produced in an SSF was
obtained in an SSCF process with S. cerevisiae F12 in comparison to conventional
strain. Moreover, higher ethanol concentration was obtained in SSCF with the whole
slurry (prehydrolysate and WIS fraction) in comparison to an SSCF of the WIS fraction

and fermentation of the prehydrolysate separately.

Directed evolution was employed as an adaptation strategy for improving sugar

consumption and enhancing the tolerance to the toxic compounds. The power of
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continuous evolution is based on its effectiveness in producing the desired effects and
the possibility to select cells with advantageous properties under conditions that reflect
the characteristics of an industrial process. Adaptation of the recombinant xylose-
fermenting S. cerevisiae F12 to wheat straw prehydrolysates, with increasing
concentration of inhibitors, resulted in an evolved population with higher inhibitor

tolerance and higher sugar consumption rates.

Advantages of applying fed-batch mode were observed in SSF processes as well
as SSCF. Fed-batch processes resulted in higher ethanol yields and productivities when
comparing to batch SSF/SSCF. K. marxianus CECT 10875 produced an ethanol
concentration as high as 36.2 g/L of ethanol in fed-batch SSF, which is close to the
benchmark for an economically viable distillation (4% w/w). In case of SSCF with
adapted S. cerevisiae F12, fed-batch strategy favoured significantly xylose and glucose

co-fermentation, so increasing the ethanol yield on consumed sugars.

The highest level of process integration was reached using the whole slurry in an
SSCF process with the adapted S. cerevisiae F12 strain. In spite of enhancing the
ethanol yield when performing fed-batch SCFS with xylose fermenting yeast adapted to
the toxic compounds, it was not possible to exceed the maximum ethanol concentration
(36.2 g/L) and yield (0.33 g/g) obtained in a fed-batch SSF process at 42 °C with
washed WIS and K. marxianus CECT 10875. Therefore, it is still needed to progress on
obtaining robust recombinant strains presenting good fermenting capacities and high

resistance to inhibitors released during pretreatment.
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2. INTRODUCCION

2.1. OBJETO E INTERES DEL TEMA

2.1.1. Biomasa energética

La utilizacion de fuentes de energia renovables contribuye a disminuir la
dependencia energética y ayuda a la diversificacion de las fuentes de energia. Las
energias renovables no se agotan, no generan residuos de dificil tratamiento y reducen
las emisiones de gases causantes del efecto invernadero. La biomasa es una fuente de
energia clave para el cumplimiento de los objetivos de utilizacién de energias
renovables, tanto a nivel espafiol como europeo. Ademas, la biomasa presenta
beneficios afiadidos ya que permite un cierto grado de almacenamiento, constituye una
alternativa realista para la sustitucion de los combustibles fosiles en el sector transporte
a corto y medio plazo, favorece el mantenimiento y desarrollo del sector agricola y
forestal y genera beneficios adicionales en el caso de la valorizacion energética de

residuos.

El término biomasa hace referencia a toda materia organica originada de forma
inmediata en un proceso biologico, espontaneo o provocado, utilizable como fuente de
energia. La biomasa abarca un amplio rango de materias orgdnicas que se caracterizan
por su heterogeneidad. Esta heterogeneidad hace dificil disponer, en muchos casos, de
una base fiable de la disponibilidad global del recurso. La biomasa ha sido desde
siempre la mayor fuente de energia para el ser humano y se ha estimado que
actualmente contribuye entre un 10% y 14% al abastecimiento de la energia mundial

(Mc Kendry, 2002).

Dentro de los objetivos fijados por la Uniéon Europea para el 2010 se ha
establecido una participacion de los biocarburantes en un 5,75% dentro del sector
transporte (Directiva 2003/30/CE). En Espafia, el Plan de Energias Renovables (PER)
para el periodo 2005-2010 (PER, 2005) establece que el uso de biocarburantes en el

11
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2010 sea del 5,83%, ligeramente superior que el objetivo fijado por la Directiva
Europea. Ademas, el PER (2005-2010) plantea que la biomasa suponga en 2010 un 60%
de la aportacion del total de las energias renovables (12,1%). Para el 2020, la nueva
Directiva de la UE (Directiva 2009/28/CE) relativa al fomento y uso de energia
procedente de fuentes renovables, establece una participacion de las energias renovables
en un 20% al consumo de energia primaria. Asimismo, establece la participacion de los

biocombustibles y otros carburantes renovables en un 10% dentro del sector transporte.

2.1.2. Biocombustibles para el transporte

La quema de combustibles fosiles para la generaciéon de calor o energia
representa la mayor fuente de emisiones de carbono antropogénicas, siendo los
combustibles liquidos los responsables del 30% de las emisiones en los paises
industrializados (Gomez y col., 2008). Por ello, la sustitucion de dichos combustibles
por fuentes renovables se ha convertido en un claro objetivo politico, tanto en

economias desarrolladas como en vias de desarrollo.

Actualmente, aproximadamente el 98% de los combustibles para el transporte
provienen del petrdleo con las consiguientes consecuencias negativas en términos de
seguridad de suministro y emisiones de CO, (Gomez y col., 2008). Asi pues, en los
ultimos afios ha habido un creciente interés por la producciéon y el uso de
biocombustibles liquidos, ya sea biodiésel (producido a partir de aceites vegetales,

animales o grasas) o bioetanol (producido mediante fermentacioén de azlcares).

Los biocombustibles para el transporte tienen generalmente un balance
energético positivo, ya que la cantidad de energia contenida en el producto es superior a
la requerida para su producciéon y distribucion (Lechén y col.,, 2005). Los
biocombustibles emiten, en principio, menos CO; porque estan producidos por un ciclo
del carbono a corto plazo y su combustion solo devuelve a la atmosfera el CO, que la
planta ha fijado para su crecimiento (Goémez y col., 2008). Estudios del Analisis del
Ciclo de Vida (ACV) consideran una reduccion de las emisiones de entre el 30% y el

50% con respecto a los combustibles fosiles para los biocarburantes producidos con las
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tecnologias convencionales a partir de grano de cereal y aceites vegetales. No obstante,
se prevén reducciones del 80-90% en el caso de los biocarburantes producidos a partir

de biomasa lignoceluldsica (Bio Plat, 2009).

En la actualidad, el bioetanol es un producto sustitutivo de la gasolina que se
emplea como combustible tnico (E100), mezclado con ésta en distintas proporciones o
como aditivo de la misma a través de su transformacion a etil ter-butil éter (ETBE). El
ETBE, que se obtiene a partir de una reaccion quimica entre el etanol y el isobuteno, se
encuentra actualmente en todas las gasolinas espafolas como aditivo oxigenado y en la
Union Europea se acepta la incorporacion del ETBE como mejorante de gasolinas hasta

un porcentaje del 10% sin que tenga que realizarse un marcado especial de la misma.

Si la sustitucion de gasolina en motores de explosion se da en bajas proporciones,
5, 10 y 15% (ES5, E10 y EI1S5, respectivamente), no se precisan modificaciones en los
motores y demads sistemas. Sin embargo, si la utilizacion de etanol en motores de
explosion se da de forma total o en porcentajes elevados (E85) es necesario realizar

modificaciones (Ballesteros, 2006).

2.1.2.1. Contexto historico

El origen del uso de los biocombustibles para el transporte se remonta a los
inicios del transporte motorizado. Fue el inventor norteamericano Samuel Morey el
primero que utiliz6 alrededor de 1820 una mezcla de etanol y trementina en motores de
combustion interna. Mas tarde, en el mismo siglo XIX, el ingeniero aleman Nicholas
Otto desarrollo el primer motor de combustion interna que funcionaba con etanol y el
industrial estadounidense Henry Ford fabricé el primer automoévil de cuatro tiempos
movido por etanol puro. Afios mas tarde, también Henry Ford, disefi6 el Modelo T apto
para funcionar con etanol puro, con gasolina o con una mezcla de los dos (Solomon y

col., 2007).

A finales del siglo XIX tuvo lugar la primera demostracion de funcionamiento

de un motor diésel en la Feria de Exhibicion de Paris, dicho motor utilizaba aceite de
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cacahuete como combustible. Su inventor, Rudolph Diesel, pensaba que el futuro de
dicho motor pasaba por la utilizacion de combustibles procedentes de la biomasa, y asi
fue de hecho hasta los afios 20, cuando, a partir de entonces, el desarrollo de la industria

petrolera relegd la utilizacion de los mismos.

En la primera parte del siglo XX, cuando los suministros de petroleo en Europa
empezaron a escasear, se comenzo a producir bioetanol combustible a gran escala.
Después de la Segunda Guerra Mundial, los precios del petréleo disminuyeron y ello
causo un descenso en el uso de biocombustibles. El uso limitado del bioetanol continu6
hasta la crisis del petréleo que tuvo lugar en los afios 70. En 1973, la Organizacion de
Paises Exportadores de Petroleo (OPEP) limit6d el suministro de petréleo aumentando
los precios. Dicha accion de la OPEP evidenci6 la gran dependencia de los paises del
petrdleo extranjero, lo que promovié un nuevo cambio hacia el uso de los combustibles

alternativos.

Ya en el siglo XXI la producciéon mundial total de bioetanol se triplicé entre
2000 y 2007 hasta alcanzar mas de 25,5 Mtep, siendo dicho bioetanol producido

comercialmente a partir de materias azucaradas o amilaceas (Sims y col., 2008).

El cultivo azucarado mas ampliamente empleado para la produccion de
bioetanol es la cafia de azlcar, ya sea en forma de melaza o de zumo de cana (Limtong
y col., 2007; Sanchez y Cardona, 2008). En cuanto al bioetanol producido de cultivos
amilaceos, la mayor parte proviene del maiz (Bothast y Schlicher, 2005; Devantier y
col., 2005) y en menores cantidades del trigo (Wang y col., 1999a; Blanco y Saquete.,
2008) pero también de la tapioca (Aggarwal y col., 2001), centeno (Wang y col., 1999b)
cebada (Blanco y Azqueta, 2008) o sorgo (Laopaiboon y col., 2007; Zhan y col., 2003).
El bioetanol producido actualmente a nivel industrial a partir de las mencionadas

materias primas forma parte de los denominados combustibles de primera generacion.

El principal problema derivado de la produccion de bioetanol a partir de este tipo
de biomasa es el elevado coste de la materia prima, ya que dichas biomasas azucaradas
y amilaceas estan ligadas al mercado alimentario, lo que repercute en el precio final del
producto. Ademds del dilema moral que puede suponer la utilizacion de productos

alimentarios con fines energéticos.
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Para lograr un precio competitivo del bioetanol se deben reducir los precios de
las materias primas, ya que éstas pueden llegar a suponer un 60-70% del coste final del
etanol (Wyman, 1999). En ese contexto, aparecen los denominados biocombustibles de
segunda generacion, producidos a partir de biomasa lignocelulosica, barata y abundante,
y cuya produccion mundial potencial se ha calculado en 16 veces mas alta que la actual

produccion a partir de almidon o aztcares (Kim y Dale, 2004).

2.2. ETANOL LIGNOCELULOSICO

El bioetanol producido a partir de materias lignocelulosicas, también llamado
bioetanol de segunda generacion, se presenta como alternativa de futuro a los
biocombustibles de primera generacion. La biomasa lignoceluldsica no compite con el
mercado alimentario, y, al estar ampliamente distribuida, su coste es menor, lo que

contribuye a disminuir el precio final del biocombustible.

La biomasa lignoceluldsica puede clasificarse segin Sanchez y Cardona (2008)
en seis grupos principales: 1) residuos agricolas (p.ej. bagazo de cafna de azucar, bagazo
de maiz, paja de trigo, paja de arroz, paja de cebada...), i) maderas duras (p.ej. alamo,
chopo), iii) maderas blandas (p.ej. pino, picea), iv) residuos celulosicos (p.ej. papel de
periddico, lodos de papel reciclado, residuos de papel de oficina), v) biomasa herbacea

(p.ej. alfalfa, alpiste, limoncillo); y vi) residuos sélidos urbanos (RSU).

Entre las diferentes materias primas de origen lignoceluldsico, la paja de trigo es
una abundante fuente de biomasa, principalmente en Europa. En el caso concreto del
trigo, cada kilogramo de grano produce 1,1 kg de paja (Bamaga y col., 2003) y, segiin
las estadisticas de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura
(FAOSTAT, 2007) en el mundo se produjeron 607 millones de toneladas de trigo en el
afio 2007, lo que supone 670 millones de toneladas de paja de trigo disponibles.
Teniendo en cuenta la paja de trigo utilizada para alimentacién animal y para el
mantenimiento de suelos, alrededor del 60% de la produccién de paja de trigo mundial

podria asignarse para propoésitos energéticos, siendo una de las fuentes de biomasa
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lignocelulésica mas abundantes (Kim y Dale, 2004). Asimismo, debido a su alto
contenido en celulosa, la paja de trigo es una opcion muy prometedora como materia
prima en los procesos de produccion de etanol mediante hidrélisis enzimatica y

fermentacion (Alfani y col., 2000; Olsson y col., 2006).

Ademas de los residuos agricolas como la paja de trigo, otros ejemplos de
residuos lignocelulésicos abundantes que pueden emplearse para la produccion de
bioetanol son los generados por la industria maderera y del papel, cuya produccion
mundial en 2007 fue de 102 y 194 millones de toneladas respectivamente (FAOSTAT,
2007).

2.2.1. Composicion de la biomasa lignocelulosica

La biomasa lignocelulésica estd formada basicamente por tres componentes
principales (celulosa, hemicelulosa y lignina) junto con otros componentes minoritarios
que no forman parte de la pared celular como son los extractivos y las cenizas. La
celulosa y hemicelulosa son polisacédridos de alto peso molecular que representan entre
el 60-80% del total del peso de los materiales lignocelulésicos. La lignina es un

polimero no polisacarido tridimensional de unidades fenilpropano y representa entre el

20-35% del total.

Entre los componentes minoritarios que no forman parte de la pared celular se
encuentran, representando entre el 4-10% del peso seco, diferentes grasas, terpenos,
alcaloides, proteinas, fenoles, pectinas, gomas, resinas, etc., cuyas proporciones y
composicion dentro de un mismo tipo de material varian en funcién de la edad, estado
de crecimiento u otros factores. Las cenizas presentes en la biomasa contienen
principalmente Ca, K y Mg y son compuestos inorganicos que persisten después de la

incineracion del material (Fengel y Wegener, 1989).
Como se puede observar en la tabla 2.1, la proporcion de los diferentes

componentes principales de la biomasa lignoceluldsica varia dependiendo del tipo de

material.
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Tabla 2.1. Composicion de diferentes materiales lignocelulésicos encontrados en la
bibliografia.

Biomasa Glucano | Xilano | Manano | Galactano | Arabinano | Lignina | Referencia
Maderas duras
Chopo 435 15,5 2,5 23 1,5 26,2 (Negro y col., 2003)
Arce 44,9 17,3 2,9 n.d. 2,8 28,0 (Wyman, 1996)
Nogal 46,2 16,5 2,6 n.d. 1,8 21,9 (Wyman, 1996)
Sauce 41,5 15,0 3,0 2,1 1,8 25,2 (Sassner y col., 2006)
Abedul 38,2 18,5 1,2 n.d. n.d. 22,8 (Hayn y col., 1993)
Alamo 49,9 17,4 4,7 1,2 1,8 18,1 (Wyman, 1996)
Maderas blandas
Pino 46,4 7,8 10,6 n.d. 2,2 29,4 (Wyman, 1996)
Abeto 49,9 5,3 12,3 2.3 1,7 28,7 (Soderstrom y col., 2003)
Otras
Ramon de olivo 25,0 9,8 0,7 1,4 2,1 18,8 (Cara y col., 2007)
Residuos de maiz 36,8 222 n.d. 2,9 5,5 23,1 (Ohgren y col., 2005)
Paja de trigo 30,2 18,7 n.d. 0,8 2,8 17,0 (Ballesteros y col., 2006)
Paja de cebada 33,1 20,2 n.d. 0,9 3,8 16,1 (Garcia-Aparicio y col.,2006)

n.d. no detectado

2.2.1.1. Celulosa

La celulosa es la macromolécula méas abundante de la Tierra y su produccion
anual se ha estimado en 10" toneladas (Brown, 2003). La celulosa es sintetizada por
una gran cantidad de organismos vivos y, aunque la mayor parte de la celulosa
procesada para la produccion industrial proviene de plantas, algunas bacterias,
cianobaterias, hongos y algas verdes también son capaces de sintetizarla (Nobles y col.,

2001; Zogaj y col., 2001).

La celulosa es un polimero lineal de mondémeros de D-glucosa que se unen por
enlaces B-(1—4) (figura 2.1) y cuyo peso molecular medio es de 100.000 (McKendry,
2002). Se sintetiza en la naturaleza como moléculas individuales de D-glucosa que se
van ensamblando en el mismo lugar en el que se producen. Las moléculas de celulosa se
unen formando moléculas mas largas conocidas como protofibrillas que se empaquetan
en unidades mayores denominadas microfibrillas. Las estructuras fibrilares estdn

estabilizadas lateralmente por puentes de hidrogeno entre grupos hidroxilo intra e
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intermoleculares y todos los atomos de carbono estan fijados en una posiciéon concreta

respecto a los otros.

i i
o J
len \CH )
ommm T
\ \H

Figura 2.1. Estructura de la cadena de celulosa.

Las regiones donde las microfibrillas presentan una estructura altamente
ordenada se llaman regiones cristalinas y las regiones con una estructura menos
ordenadas se denominan amorfas, por ello la celulosa se considera un polimero
semicristalino. Las dos formas cristalinas que se encuentran en la celulosa nativa es
decir, en las fibras naturales, son la celulosa I y la celulosa II, siendo la mas abundante
la celulosa I donde las cadenas de glucosa estdn orientadas paralelamente (Brown,
2003). Por el contrario, en la celulosa nativa II, que es sintetizada principalmente por

algas y algunas bacterias, las cadenas de glucosa son antiparalelas (Brown, 2003).

La estructura molecular de la celulosa y las estructuras de las protofibrillas y
microfibrillas son aspectos muy importantes que condicionan la posterior hidrolisis de
la celulosa. Las diferencias en el grado de polimerizacion y peso molecular también
influyen en el comportamiento de la celulosa durante la hidrdlisis, ya sea mediante el
uso de enzimas o productos quimicos. Cuanto mas ordenada y cristalina es la celulosa

es menos soluble y mas dificil de degradar (Zhang y Lynd, 2004).
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2.2.1.2. Hemicelulosa

Junto con la celulosa, la hemicelulosa esta también presente en la pared celular
de las plantas. Consta de polimeros formados por mas de un tipo de azucares tales como
la D-xilosa, L-arabinosa, D-manosa, D-glucosa, D-galactosa, D-xilulosa, etc, y por
varios acidos urdnicos, como el acido glucurdnico y galacturdnico. Su funcion principal

es proporcionar la unién entre la celulosa y la lignina (Sun y col., 1998).

Generalmente estd constituida por una cadena principal que puede consistir en
una unica unidad (homopolimero) p. ¢j. xilanos, o estar formada por dos 0 més unidades
(heteropolimero) p. ej. glucomananos. De forma general, en funcién del azucar
dominante en la cadena principal, se pueden agrupar en: xilanos, mananos, glucanos y
galactanos (Fengel y Wegener, 1989). Dichas cadenas, a diferencia de la celulosa,

pueden presentar ramificaciones y sustituciones mediante enlaces covalentes.

Existen diferencias en la composicion y estructura de las hemicelulosas entre los
diferentes tipos de biomasas. En las maderas duras el xilano es el polimero mas
abundante, estd altamente sustituido por grupos acetilos y puede representar hasta un
30% del peso total (Dahlman y col., 2003; Fengel y Wegener, 1989). Por el contrario, el
polimero mas abundante en las hemicelulosas de las maderas blandas es el
galactoglucomanano y presenta mayor cantidad de unidades de manosa y galactosa que

las maderas duras (Dahlman y col., 2003).

En los residuos agricolas, el componente hemiceluldsico es muy parecido al de
las maderas duras pero presentando, al igual que las maderas blandas, menor proporcion

de grupos acetilo (Fengel y Wegener, 1989).

En el caso concreto de la paja de trigo, al igual que en la mayoria de materiales
herbaceos, los xilanos son cuantitativamente dominantes en la fraccion hemicelulosica
(Sun y col. 1998). Dichos xilanos contienen una cadena principal formada por residuos
de D-xilopiranosa unidos por enlaces B-(1—4). El xilano mdas abundante es el
arabinoxilano caracterizado por la unién mediante un enlace O-glucosidico 3-(1—3) de

moléculas de a-L-arabinofuranosas a la cadena de xilano principal (figura 2.2). Ademas
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de por arabinosas, dichos xilanos pueden estar sustituidos por unidades de galactosa,
acido glucuronico o &cido 4-O-metil-glucurénico (Sun y col., 2000; Sun y Tomkinson,
2003). Es a través de estos intermediarios monoméricos de la hemicelulosa por donde se

producen las principales uniones a la lignina.

Lignina Lignina

Lignina

0 HH _ \ .
OH | . Q  Xilosa a- L- arabinofuranosa
H acido l4 - O - metil H Q 4
0 dni
glucuronico I on \C }{@\O

O O
OH HO
H H H H H
- o H o H o) 0) (0]
H 0] 0 0 o-
OH [0}
g OHy o< m o 0:<(H$H H o= H OH
ot 6:1 V/ae:

(o}

3 - D -Xilopiranosas

Figura 2.2. Arabinoxilano caracteristico de la hemicelulosa de la paja de trigo.

Las diferencias en la composicion de azuacares, la presencia de cadenas mas
cortas y las ramificaciones de las cadenas principales hacen que la estructura
hemiceluldsica sea mucho mas facil de hidrolizar que la celulosa (Fengel y Wegener,

1989).

2.2.1.3. Lignina

La lignina es el tercer componente mayoritario en los materiales lignoceluldsicos,
es por ello el tercer polimero natural méas abundante en la naturaleza tras la celulosa y
hemicelulosa (Buranov y Mazza, 2008). Es un polimero tridimensional amorfo cuyos
monodmeros basicos, llamados alcoholes cinamilicos, son: el alcohol p-cumarilico, el
alcohol coniferilico y el alcohol sinapilico (figura 2.3) (Higuchi, 1990). Estos tres
alcoholes aromaticos dan lugar a unidades p-hidroxifenilo (H), unidades guayacilo (G),

y unidades siringilo (S) respectivamente, cuya proporcion también varia en las maderas
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duras, maderas blandas y biomasa herbacea (Evers y col., 1999; Fengel y Wegener,

1989).

(|JH20H Y ?HZOH CH,0H
|C|JH ﬁH B ﬁH
CH (|IH o CH
1
T
/3|\ =
H3CO ‘,l H3CO OCH3
OH OH OH
Alcohol p-cumarilico Alcohol coniferilico Alcohol sinapilico

Unidad p-hidroxifenilo (H)  Unidad guayacilo (G) Unidad siringilo (S)

Figura 2.3. Alcoholes cinamilicos precursores de la lignina.

El contenido en lignina, al igual que en el caso de las hemicelulosas, difiere
entre los diferentes materiales lignoceluldsicos. La estructura quimica de la lignina de
las maderas ha sido ampliamente estudiada, sin embargo en el caso de los materiales
herbaceos como la paja, su estructura y las interacciones entre los demas componentes
de la pared celular no son todavia bien conocidas. En la figura 2.4 se muestra una

aproximacion de la estructura de la lignina para la paja de trigo.

La lignina de las maderas blandas estd formada principalmente por unidades G,
mientras que la lignina de las maderas duras esta formada por unidades S y G. A su vez,
los materiales herbaceos, son ricos en unidades S, G y H. En el caso concreto de la paja
de trigo, la lignina contiene unidades H, G y S en unas proporciones aproximadas de 5,

49 y 46% respectivamente (Buranov y Mazza, 2008).
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Figura 2.4. Estructura aproximada de la lignina en la paja de trigo.

La lignina confiere rigidez estructural al endurecer y sostener las fibras de
polisacaridos ademds de participar en el transporte interno de agua, nutrientes y
metabolitos. Es madas recalcitrante a la degradacion enzimdtica que la celulosa y
hemicelulosa y esta unida a ambas formando una barrera impermeable que dificulta el
ataque enzimatico (Howard y col., 2003). Las uniones lignina-hemicelulosa se realizan
mediante otros intermediarios cinamilicos diferentes a los anteriores, siendo los
principales el 4cido fertlico, el acido diferulico y el acido p-cumarico (Iliyama y col.,
1990; Lam y col.,, 2001) los cuales se unen mediante diferentes intermediarios

monoméricos a la cadena principal del xilano. Esta fuerte asociaciéon entre los
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componentes de la lignocelulosa afecta la degradacion enzimatica, por ello se han
estudiado diferentes métodos quimicos y fisicos de deslignificacion como paso previo a
la hidrélisis enzimatica con el fin de obtener mayores rendimientos de hidrodlisis (Berlin

y col., 2006; Pan y col., 2004).

2.2.2. Proceso de produccion de etanol via enzimatica a
partir de biomasa lignocelulosica

Para que los polisacaridos de la biomasa lignoceluldsica den lugar a azlcares
potencialmente fermentables, se debe someter a la biomasa a una etapa de hidrdlisis. La
hidrolisis de los polisacaridos puede llevarse a cabo con catalizadores acidos (hidrolisis
acida) o con catalizadores enzimaticos (hidrolisis enzimatica). La hidrolisis acida puede
realizarse mediante un 4cido concentrado o un &4cido diluido. Al utilizar acidos
concentrados, la gran cantidad de acido empleada, lo costoso de su recuperacion y la
necesaria neutralizacion del medio antes de la fermentaciéon unida a los efectos
corrosivos de los acidos hacen que el proceso no sea rentable econdémicamente. Si se
emplean acidos diluidos se requieren temperaturas relativamente altas que provocan una
mayor corrosion de los equipos y mayor degradacion de los azicares hemiceluldsicos.
Es por ello que, los procesos de produccion de etanol basados en hidrdlisis enzimatica

(HE) son los que se muestran como opciones mas prometedoras.

El proceso de produccion de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica basado
en la HE consta basicamente de las siguientes etapas: pretratamiento, HE, fermentacion
y destilacion (figura 2.5). Estas etapas pueden llevarse a cabo mediante distintas
configuraciones de proceso o diferentes niveles de integracion como sera discutido mas

adelante.
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Figura 2.5. Esquema general del proceso de produccion de etanol via enzimatica.

2.2.2.1. Pretratamiento

Cuando en la etapa de hidrolisis de la celulosa se emplean catalizadores
enzimaticos, debido a las caracteristicas estructurales de los materiales lignocelulosicos
anteriormente mencionadas, el pretratamiento es una etapa crucial. La incubacién de
materiales celuldsicos de forma natural en presencia de preparaciones de celulasas
resulta generalmente en unos rendimientos de HE inferiores al 20%, debido a que la
fuerte asociacion de la celulosa con la lignina constituye una verdadera barrera fisica a

la penetracion de las enzimas (Lynd y col., 2002).

Un pretratamiento efectivo debe disociar el revestimiento que la lignina y la
hemicelulosa forman alrededor de la celulosa con el fin de aumentar la accesibilidad de
ésta a las enzimas, debe alterar las caracteristicas estructurales de la celulosa, tales como
la cristalinidad o el grado de polimerizacion, y provocar la solubilizacion y/o
redistribucion de la lignina (Wyman y col., 2005). Desde un punto de vista econdémico,
se ha estimado que el pretratamiento representa aproximadamente el 33% del coste total
del proceso (Lynd, 1996) y por ello, es necesario desarrollar tecnologias de
pretratamiento eficientes que reduzcan los costes del proceso global de produccion de

etanol.
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Existen diferentes tecnologias de pretratamiento de la biomasa lignocelulésica,
que pueden ser clasificadas segin su naturaleza en pretratamientos fisicos, quimicos,

bioldgicos y fisico-quimicos (Sun y Cheng, 2002).

Dentro de los pretratamientos fisicos se engloba la molienda que utiliza fuerzas
de impacto y cizalla para disminuir la cristalinidad de la celulosa (Sanchez y Cardona,
2008; Sun y Cheng, 2002). Los requerimientos energéticos en este tipo de
pretratamientos dependen del tamafio final de particula que se quiera alcanzar y de la
materia prima a pretratar, pero en todos los casos supone altos costes energéticos y de

capital.

Los pretratamientos quimicos emplean diferentes agentes como el ozono, acidos,
alcalis, peroxido y solventes organicos. Entre los diferentes pretratamientos quimicos, el
pretratamiento con acido diluido ha sido el mas estudiado y mejora significativamente

la hidrdlisis enzimatica (Saha y col., 2005).

Los pretratamientos bioldgicos implican el uso de microorganismos como los
hongos de la podredumbre blanca, parda o blanda, capaces de degradar la lignina y
hemicelulosa (Cardona y Sanchez, 2007; Tengerdy y Szakacs, 2003). El principal
inconveniente es que dichos hongos también consumen celulosa, lo que supone un
problema para el rendimiento total del proceso (Sun y Cheng, 2002). Ademas, la

lentitud a la que se desarrollan estos procesos supone una desventaja adicional.

Entre los pretratamientos fisico-quimicos la explosion por vapor (EV) ha sido el
pretratamiento mas ampliamente utilizado para la biomasa lignocelulésica (Avellar y
Glasser, 1998; Ballesteros y col., 2006; Brownell y Saddler, 1984). Debido a su
idoneidad para un amplio rango de materias primas, entre las que se encuentra la paja de
trigo, es el pretratamiento elegido para pretratar el material lignoceluldsico utilizado en

la esta Tesis Doctoral y serd discutido mas en detalle a continuacion.

Junto a la EV, el pretratamiento con agua caliente en fase liquida (ACL) y la
explosion por vapor con amoniaco (AFEX, del inglés “amonia fiber explosion”)

también se muestran como pretratamientos fisico-quimicos eficientes para la biomasa
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lignoceluldsica (Negro y col., 2003; Pérez y col., 2007). E1 ACL consiste en someter a
la biomasa a agua caliente en estado liquido y alta presion durante un periodo
determinado de tiempo (Pérez y col., 2007; Van Walsum y col., 1996). Con este
pretratamiento se obtiene una gran recuperacion de los azlicares hemiceluldsicos y se

generan concentraciones bajas de productos de degradacion (Hendriks y Zeeman, 2009).

El pretratamiento AFEX es similar a la EV. La biomasa se impregna con
amoniaco a alta presion y el pretratamiento se realiza a temperaturas por debajo de 100
°C (Mosier y col., 2005; Teymouri y col., 2005). El material se somete a una rapida
descompresion, lo que modifica la estructura de la lignina, favoreciendo la accesibilidad
de las enzimas a la celulosa. Este pretratamiento ha sido empleado con éxito con
materiales herbaceos, sin embargo, no se obtienen demasiado buenos rendimientos con

maderas duras y no es adecuado para las maderas blandas (Himmel y col., 1997).

De entre todos los pretratamientos mencionados, los fisicos como la molienda,
los quimicos como la ozondlisis y los biologicos, no parecen adecuados para su
desarrollo a escala comercial debido su elevado coste energético. Sin embargo, la EV, el
ACL, el pretratamiento con acido diluido y el AFEX se consideran pretratamientos con

potencial para su implementacién a escala comercial (Mosier y col., 2005).

2.2.2.1.1. Pretratamiento de explosion por vapor

El pretratamiento por explosion por vapor (EV) es un pretratamiento
hidrotérmico en el que la biomasa es sometida a la accion de vapor saturado a
relativamente alta presion durante un periodo determinado de tiempo (que puede variar
desde unos segundos a varios minutos) tras el cual, el reactor se somete a una brusca
descompresion. La EV combina efectos mecéanicos con efectos quimicos. Los efectos
mecanicos estan causados por la rapida despresurizacion que provoca una evaporacion
del agua interna, creando fuerzas de cizalladura que producen separacion de las fibras,
principalmente en las zonas de celulosa amorfa mas débiles. El efecto quimico se debe a
que algunos grupos acetilos de las hemicelulosas son hidrolizados produciendo acido
acético, éste disminuye ligeramente el pH del agua y a la temperatura del proceso,

cataliza la hidrdlisis de la hemicelulosa (autohidrdlisis). Durante la EV la lignina es
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redistribuida y parcialmente solubilizada (Palonen, 2004). Estudios recientes han
concluido que la solubilizacion parcial de la hemicelulosa y la redistribucion de la
lignina son efectos, incluso mas importantes que la ruptura de las fibras o modificacion
de la cristalinidad de la celulosa, para el aumento de la digestibilidad de la paja de trigo
durante la hidrolisis (Kristensen y col., 2008). En la figura 2.6 se muestran diferentes

imagenes de microscopia electronica de barrido (MEB) y microscopia de fuerza atémica

(MFA) de paja de trigo pretratada por EV.

Figura 2.6. Imagenes de MEB y MFA de paja de trigo pretratada por EV. (A) Separacion de fibras
tras la EV (imagen por MEB). (B) Capa superficial de una fibra individual con depésitos de
polimeros de la pared celular (MEB). (C) Depésitos globulares caracteristicos de la lignina (imagen
por MFA) (Kristensen y col., 2008).

La EV se ha mostrado como un método de pretratamiento adecuado para
aumentar la accesibilidad de la celulosa al ataque enzimatico para un amplio rango de
materias primas como chopo (Oliva y col., 2003), eucalipto (Ramos y col., 1992),
ramén de olivo (Cara y col., 2006), bagazo de maiz (Ohgren y col., 2006a), bagazo de
cafia de azlcar (Glasser y Wright, 1998) y paja de trigo (Ballesteros y col., 2006). Sin
embargo, este pretratamiento se muestra menos eficaz con las maderas blandas debido a
su mayor contenido en lignina y menor nimero de grupos acetilo, lo que provoca que el
proceso de autohidrolisis no sea tan efectivo. En el caso de las maderas blandas es
necesario afiadir un catalizador 4cido, lo que implica mayor generacién de productos

toxicos.
Los factores que afectan en mayor medida la efectividad del pretratamiento de

EV son el tamafio de particula del material a pretratar, la temperatura y el tiempo de

residencia. El efecto de la combinacion de estos dos ultimos puede expresarse con el
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factor de severidad (Ro), siendo los valores entre 3,0 y 4,5 los optimos para la

recuperacion de azucares en un proceso de EV con paja de trigo (Alfani y col., 2000).

Entre las ventajas del pretratamiento EV, cabe destacar la posibilidad de emplear
tamafios relativamente grandes de particula, evitar la adicion de catalizadores acidos (a
excepcion de las maderas blandas), la alta recuperacion de azlcares, buenos
rendimientos en la posterior HE y su viabilidad para ser implementado a escala
comercial. No obstante, entre sus limitaciones se encuentran la parcial degradacion de
los azicares hemicelulésicos y la generacion de compuestos toxicos que son

potencialmente inhibidores de las etapas posteriores de hidrdlisis y fermentacion.

2.2.2.1.2. Compuestos toxicos generados en el pretratamiento

Cuando los materiales lignoceluldsicos se someten a condiciones severas durante
el pretratamiento (alta temperatura, alta presion, ambiente 4cido...) puede darse cierta
degradacion de la lignina y de los azlcares, ya sean hemiceluldsicos o celuldsicos,
generandose productos toxicos que pueden afectar las siguientes etapas de hidrolisis y

fermentacion.

La naturaleza y concentracién de los compuestos toxicos generados durante el
pretratamiento dependen de la materia prima, del pretratamiento utilizado, de las
condiciones del mismo y de la utilizacién o no de catalizadores. Estos compuestos son
potencialmente inhibidores para las levaduras en la etapa de fermentacion. De ahi, el
interés de utilizar levaduras con elevada tolerancia a los inhibidores o que hayan sido

sometidas a un proceso de adaptacion.

Atendiendo a su origen, los compuestos de degradacion pueden dividirse en tres
grupos (figura 2.7): derivados del furano, acidos alifaticos de bajo peso molecular y
derivados fenolicos (Larsson y col., 2000). Los principales derivados del furano son el
furfural y el 5-hidroximetilfurfural (HMF) que provienen de la degradacion de las
pentosas 'y hexosas, respectivamente. En anaerobiosis, la mayoria de los
microorganismos fermentadores son capaces de reducir los furanos a sus

correspondientes alcoholes de menor toxicidad (Mussatto y Roberto, 2004; Oliva y col.,
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2003; Palmqvist y Hahn-Hégerdal, 2000). Sin embargo, si los furanos estan presentes en
altas concentraciones ejercen un efecto inhibitorio sobre el microorganismo, ya que
interfieren con enzimas glicoliticas y la sintesis de macromoléculas provocando
prolongacion de la fase lag y una disminucioén en la productividad del etanol (Almeida y

col., 2000; Klinke y col., 2004).
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Figura 2.7. Principales productos de degradacién originados en el pretratamiento de la biomasa
lignocelulésica.

Los 4cidos alifaticos generados durante el pretratamiento son principalmente el
acido acético, producido a partir de los restos acetilo de las hemicelulosas, y el acido
formico, procedente de la degradacion del furfural e HMF (Almeida y col., 2007;
Klinke y col., 2005). El HMF también se descompone en 4&cido levulinico,
encontrandose normalmente en menores concentraciones. Estos compuestos son acidos
débiles cuya forma no disociada puede atravesar la membrana de las células, lo que
provoca una disminucion del pH intracelular que debe ser compensado por un bombeo
de protones al exterior mediante una ATPasa de membrana. Cuando las concentraciones
de acidos en forma no disociada son elevadas, se supera la capacidad de bombeo de
protones, lo que provoca acidificacion del citoplasma y consiguiente muerte celular

(Almeida y col., 2007).
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También se generan durante el pretratamiento un amplio rango de compuestos
fendlicos como consecuencia de la solubilizacion de la lignina. Los compuestos
fenolicos estan presentes en concentraciones mas bajas que los anteriores debido a su

menor solubilidad, y su concentracion aumenta con la severidad del pretratamiento.

Los derivados fendlicos mas abundantes en los materiales herbaceos son el 4-
hidroxibenzaldehido, vainillina, siringaldehido, acetosiringona, 4cido vainillico y acido
siringico (Klinke y col., 2002). Ademés de éstos, existen otra serie de compuestos
fenolicos que se encuentran en menor cantidad pero que también proceden de la
degradacion de la lignina de la paja de trigo durante el pretratamiento. Dichos
compuestos son, el guayacol, alcohol siringico, 4-hidroxiacetofenona, acetovainillona,
acetosiringona, acido 4-hidroxibenzoico, acido cumadrico y acido ferulico. Incluso a
bajas concentraciones afectan negativamente a la fermentacion y son mas toxicos
cuando menor es su peso molecular. Los compuestos fendlicos causan una pérdida de
integridad de la membrana celular y, como consecuencia, se reduce tanto el crecimiento

celular como el consumo de azucares (Palmqvist y Hahn-Hégerdal, 2000).

2.2.2.2. Hidrolisis enzimatica

Como se ha comentado anteriormente, la primera etapa en el proceso de
produccion de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica es el pretratamiento. El
material insoluble obtenido tras el pretratamiento de EV estd formado principalmente
por celulosa y lignina, ya que gran parte los aziicares hemiceluldsicos son solubilizados
durante el mismo. Con el fin de romper las cadenas de celulosa en monomeros de

glucosa, se emplean diversas enzimas que se conocen con el nombre de celulasas.

La hidrolisis enzimatica (HE) constituye una de las etapas limitantes del proceso
global de produccion de etanol. Las principales dificultades al realizar la HE de la
biomasa lignocelulésica estdn relacionadas con la baja actividad especifica de las
enzimas actualmente disponibles, lo que conlleva el empleo de altas dosis de celulasas,
y con la propia naturaleza de la lignocelulosa. Es por este ultimo inconveniente que el
pretratamiento es una etapa crucial en los procesos de produccion de etanol mediante

HE. Ademas, el coste de produccion enzimatica representa una parte significativa del
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coste total del proceso. En un proceso de produccion de etanol mediante sacarificacion y
fermentacion simultaneas (SFS), la produccion enzimdtica puede llegar a constituir el
50% del coste total (Galbe y Zacchi, 2002). Es por ello, que en la Gltima década se han
realizado numerosos esfuerzos de [+D para disminuir el coste de los mismos. Por
iniciativa del Departamento de Energia de los Estados Unidos; Genencor Internacional
y Novozymes Inc., los dos principales productores mundiales de enzimas, estan
colaborando con el objetivo de lograr una reduccion significativa (10 veces) del coste

actual del catalizador (DOE, 2006).

Un amplio rango de microorganismos, entre los que se encuentran bacterias y
hongos, son productores de celulasas, pero sélo un pequefio numero de éstos son
capaces de producirlas en grandes cantidades. Algunas de las bacterias celuloliticas mas
estudiadas pertenecen al grupo Cellulomonas, Thermobifida, y Clostridium (Lynd y col.,
2002). A pesar de que los sistemas enzimaticos producidos por dichas bacterias
presentan propiedades interesantes, como la produccion de enzimas termoestables y la
sintesis de complejos enzimaticos extracelulares o celulosomas, son las celulasas
producidas por hongos las que se comercializan actualmente. En concreto, la
investigacion se ha centrado en algunos géneros de hongos como Phanerochaete,
Fusarium y Trichoderma y algunas especies de Aspergillus, Penicillium y Shizophyllum,
ya que producen celulasas en grandes cantidades y de forma extracelular lo que facilita

su recuperacion del medio de cultivo.

Las celulasas pertenecen principalmente a tres grupos de enzimas conocidas
como endoglucanasas (EG), celobiohidrolasas (CBH) y B-glucosidasas (BG). El
mecanismo de actuacion de las celulasas mas aceptado actualmente implica una accién
sinérgica secuencial entre las EGs y CBHs sobre la celulosa (Medve y col., 1998). Las
EGs actian hidrolizando aleatoriamente los enlaces B-(1—4) centrales de la cadena de
celulosa creando extremos libres. Las CBHs, también llamadas exoglucanasas, actian
sobre los extremos de las cadenas liberando mondmeros de glucosa, celobiosa y
oligosacaridos de bajo peso molecular. Las BGs, son las encargadas de hidrolizar las
moléculas de celobiosa en dos moléculas de glucosa. También se produce otro
sinergismo entre las EGs y CBHs y las BGs, ya que esta tltima degrada la celobiosa que

tiene un efecto fuertemente inhibidor sobre las primeras (Yue y col., 2004) (figura 2.8).
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Figura 2.8. Esquema del mecanismo sinérgico del sistema celulolitico.

Los cocteles enzimaticos de celulasas cominmente comercializados son los
producidos por el hongo filamentoso Trichoderma reesei (Gray y col., 2006; Howard y
col., 2003). T. reesei produce dos tipos de CBHs (CBH I y CBH II), al menos cinco
tipos de EGs (EG I, 11, III, IV y V) y dos BGs (BG I y BG II) (Saloheimo y col., 2002).
Secreta principalmente EGs y CBHs, pero es deficiente en BGs. De ahi que, al emplear
preparados comerciales de celulasas obtenidos a partir de este hongo, sea necesario
suplementar el coctel enzimatico con BGs con el fin de evitar la acumulacion de

celobiosa.

La mayoria de los microorganismos productores de celulasas producen también,
aunque en menor medida, hemicelulasas. No obstante, existen microorganismos que las
producen en cantidades mayores, tales como: Escherichia coli, Pichia stipitis,
Zymomonas mobilis y Thermoanaerobacter mathranii. Debido a la naturaleza diversa
de la hemicelulosa, las hemicelulasas incluyen un mayor nimero de grupos de enzimas
con actividades enzimaticas especificas para cada tipo de enlace. Incluyen enzimas que
rompen la cadena principal, como las xilanasas y las B-xilosidasas, y enzimas que
rompen las ramificaciones como las a-L-arabinofuranosidasas, a-D-glucuronosidasas,

acetixilano esterasas, fertlico esterasas y B-galactosidasas (Saha, 2003).
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La HE de la hemicelulosa es complicada, no solo por la compleja estructura de
la hemicelulosa, sino también debido a las propiedades de las enzimas hemiceluldsicas
que requieren una accion coordinada de diversas enzimas para su correcta actuacion.
Ademas de hidrolizar la hemicelulosa, las hemicelulasas favorecen la hidrélisis de la
celulosa aumentando la accesibilidad del sistema celulolitico a las fibras de celulosa

(Berlin y col., 2005).

En el proceso de obtencion de etanol a partir de biomasa, como sera discutido en
apartados posteriores de esta Tesis Doctoral, la HE puede realizarse antes de la
fermentacion (hidrdlisis y fermentacion separadas, HFS) o simultdneamente a ésta,

(SFS).

2.2.2.3. Fermentacion

La fermentacion alcohodlica es un proceso ampliamente utilizado por el hombre
desde hace miles de afios para la produccion de bebidas alcoholicas como el vino o la
cerveza. Cuando la fermentacion se emplea en el proceso de produccion de bioetanol a
partir de biomasa lignoceluldsica, los azicares liberados durante la hidrélisis enzimatica
son fermentados con la consiguiente produccion de etanol y CO,. La conversion
estequiométrica de la glucosa y xilosa a etanol es de 0,51 gramos de etanol por gramo
de azucar. En la practica es muy dificil obtener conversiones tan altas ya que las
levaduras derivan cierta parte de la energia que consumen hacia el metabolismo celular

y el crecimiento.

El microorganismo comiinmente empleado a nivel industrial en los procesos de
fermentacion alcoholica es la levadura Saccharomyces cerevisiae, ya que puede usar
todo tipo de hexosas y produce etanol con unos rendimientos cercanos al maximo
teorico (0,51 g/g). Ademas, si se emplea en procesos de produccion de etanol a partir de
lignocelulosa, muestra gran tolerancia a los productos toxicos generados durante el
pretratamiento. No obstante, S. cerevisiae presenta una gran limitacion cuando se quiere
utilizar en la fermentacién de los azicares hemiceluldsicos ya que no es capaz de

fermentar pentosas, como la xilosa, que también estan presentes en los materiales
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lignoceluldsicos. De ahi el interés de utilizar en este proceso microorganismos capaces

de fermentar de forma eficiente todo tipo de azucares.

La fermentacion de las pentosas, la obtencion de altos rendimientos a etanol y
altas productividades no son las unicas caracteristicas a tener en cuenta en la eleccion
del microorganismo para un proceso de produccion de etanol a partir de lignocelulosa.
El microorganismo empleado debe ser también capaz de tolerar los posibles toxicos
generados durante el pretratamiento. En este contexto cobran interés los procesos de

adaptacion como la ingenieria evolutiva que sera comentada mas adelante.

2.2.2.3.1. Fermentacion de la xilosa

Los residuos agricolas, entre los que se encuentra la paja de trigo, contienen
alrededor de un 25% de azlcares hemicelulosicos, principalmente xilosa. Es por ello
que la utilizacién de la xilosa es esencial para una eficiente y rentable conversion de la

biomasa lignocelulosica a etanol.

Mientras la fermentacion de la glucosa puede llevarse a cabo de forma eficiente
por numerosos tipos de microorganismos, la fermentacion de la xilosa presenta algunas
limitaciones. Unicamente bacterias entéricas y algunas levaduras como Candida
shehatae, Pachysolen tannophilus y P. stipitis son capaces de fermentar la xilosa a
etanol, pero con rendimientos relativamente bajos. Ademas, las levaduras fermentadoras
de xilosa no toleran altas concentraciones de etanol, requieren condiciones
microaerdfilas para su crecimiento y son muy sensibles a los inhibidores y a los

cambios de pH (Hahn-Héagerdal y col., 1994).

Actualmente no existen microorganismos que presenten todas las caracteristicas
deseables para la fermentacion eficiente de los azicares procedentes de los materiales
lignoceluldsicos (fermentaciéon de hexosas y pentosas, altos rendimientos, alta
productividad, tolerancia al etanol y a los inhibidores). Puesto que la utilizacion de
forma eficiente de todos los aziicares hemicelulosicos es clave para reducir el coste de la
produccion de etanol, se estan obteniendo microorganismos fermentadores de xilosa

mediante técnicas de ingenieria genética; ya sea por la introducciéon de los genes
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relacionados con la produccion de etanol en las bacterias entéricas como E. coli, o por la
introduccion de los genes de la ruta de la fermentacion de las pentosas en
microorganismos productores de etanol como la levadura S. cerevisiae o la bacteria

etanologénica Z. mobilis.

Las bacterias que se han mostrado mas prometedoras para su utilizacion a escala
industrial son E. coli, Z. mobilis y Klebsiella oxytoca. E. coli puede crecer sobre
numerosas fuentes de carbono y presenta una elevada tolerancia al etanol. No obstante,
las cepas salvajes muestran rendimientos bajos de etanol y convierten los azucares de
forma mas eficiente a acido acético o lactico. Se han llevado a cabo diversas estrategias
de ingenieria genética con la finalidad de dirigir los flujos metabolicos de E. coli hacia
la produccion de etanol. Entre las diferentes estrategias destaca la transformacion de E.
coli con un plasmido que contiene los genes que codifican para la PDC (piruvato
descarboxilasa) y ADH (alcohol deshidrogenada) presentes en la bacteria etanologénica
Z. mobilis (Doran-Peterson y col., 2008; Ingram y col., 1998; Wang y col., 2008). La
cepa E. coli KO11 ha sido obtenida mediante esta estrategia y ha sido probada con éxito
a escala de laboratorio a partir de diferentes materiales lignoceluldsicos (Kim y col.,

2008; Mishima y col., 2008; Okuda y col., 2007).

También pueden fermentar la xilosa cepas recombinantes de Z. mobilis que han
sido genéticamente modificadas mediante la introduccion de los genes del metabolismo
de la xilosa de E. coli (Patle y Lal, 2008). K. oxytoca también ha sido transformada con
el fin de desviar los flujos del carbono hacia la produccion de etanol (Golias y col.,
2002). Sin embargo, a pesar de los numerosos esfuerzos que se han realizado en los
ultimos afos para el desarrollo de estos microoganismos, las alternativas bacterianas

para la produccion de etanol no estan todavia comercializadas.

Debido a la larga tradicion en el empleo de S. cerevisiae para la produccion de
etanol a escala industrial existe una preferencia en el empleo de este microorganismo en
las aplicaciones comerciales. Sin embargo, puesto que S. cerevisiae no presenta la
capacidad de fermentar las pentosas a etanol, se estan realizando numerosos esfuerzos
para modificarla de forma eficaz. S. cerevisiae no puede fermentar la xilosa a etanol de
forma natural, pero si fermenta la xilulosa. Por ello las principales estrategias para

conseguir cepas de S. cerevisiae recombinantes capaces de cofermentar la glucosa y la
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xilosa se han basado en dos diferentes aproximaciones para conseguir la isomerizacion
de la xilosa a xilulosa (Figura 2.9). La primera consiste en la introduccion de los genes
XYLI y XYL2 de las levaduras fermentadoras de xilosa, que codifican para la xilosa
reductasa (XR) y xilitol deshidrogenasa (XDH) respectivamente. La segunda, en la
introduccion del gen que codifica para la xilosa isomerasa (XI) presente en bacterias y
algunos hongos (Eliasson y col., 2000; Zaldivar y col., 2002). Para un metabolismo
eficaz de la xilosa la introduccion de XYLI y XYL2 o del gen de la XI debe ir
acompafiada de la sobreexpresion del gen XKS/ que codifica para la xiluloquinasa (XK)

endogena (Eliasson y col., 2000; Karhumaa y col., 2007).

XILOSA NAD(P)H
Xilosa reductasa (XR)
BACTERIAS NAD(P)+ LEVADURAS
Xilosa isomerasa (XI) XILITOL
NAD+
{ Xilitol deshidrogenasa (XDH)
XILULOSA NADH

ATP
< Xiluloquinasa (XK)
‘ ADP

XILULOSA-5-P

1
| RUTA PENTOSAS FOSFATO
v

GLICERALDEHIDO-3-P

: Embden-Meyerhof-Parnas

v Entner-Doudoroff
PIRUVATO
l Piruvato descarboxilasa
ACETALDEHIDO
l Alcohol deshidrogenasa
ETANOL

Figura 2.9. Diferentes rutas de la fermentacion de la xilosa en bacterias o levaduras fermentadoras
de xilosa.
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En la tabla 2.2 se muestran algunas cepas de S. cerevisiae que han sido
modificadas genéticamente y empleadas en procesos de produccion de etanol con

diferentes materiales lignoceluldsicos.

Tabla 2.2. Cepas de S. cerevisiae empleadas en procesos de produccion de etanol con
diferentes materias primas lignocelulésicas.

Cepa Rut.a dela Material Referencia
xilosa

S. cerevisiae TMB3001 ~ XR-XDH-XK  Bagazo e caiia de azticar.  ‘ypbwse” ¥ 013 5008

Bagazo dej n:;laizj %ajg de (Karhumaa y col., 2007;

.. ; : trigo, paja de cebada, Eliasson y col., 2000;

S. cerevisiae TMB3400 XR-XDH-XK prehidrolizados de madera Ohgren y col., 2006b;
de abeto. Olofsson y col., 2008a)
S. cerevisiae TMB3066 XI-XK Prehldmgzaio;:e madera (Karhumaa y col., 2007)

Pared celular del

S. cerevisiae F12 XR-XDH-XK  endospermo del trigo, paja (Olsson y col., 2006)
de trigo.
S. cerevisiae H158 XR-XDH-XK Prehidrolizados de madera (Johansson y col., 2001)
de abedul.
S. cerevisiae CEN.PK XR-XDH-XK Prehldroélezzﬁgzlie madera ;L csony col., 2001)

Otra dificultad a la que se enfrenta el uso de cepas de S. cerevisiae modificadas
para la fermentacion de pentosas radica en el transporte de los azucares al interior de la
célula, ya que la xilosa y la glucosa comparten transportadores de membrana (Chu y
Lee, 2007; Meinander y Hahn-Hégerdal, 1997). S. cerevisiae no presenta
transportadores especificos para la xilosa y ésta es incorporada mediante transportadores
de hexosas con alta y baja afinidad codificados por los 18 genes de la familia HXT (Chu
y Lee, 2007; Hamacher y col., 2002). Comparado con el transporte de la glucosa a
través de dichos transportadores, el transporte de la xilosa es significativamente menos
eficiente (Hamacher y col., 2002). Se han desarrollado varias estrategias como la
sobreexpresion de diferentes genes que codifican para los transportadores de membrana
en S. cerevisiae con el propdsito de mejorar el consumo de xilosa (Chu y Lee, 2007).
También se han expresado con éxito en S. cerevisiae diferentes transportadores con
mayor afinidad para la xilosa como Sutl de P. stipitis (Katahira y col., 2008), TrxItl de
T. reseei (Saloheimo y col., 2007) y Gxfl de Candida intermedia (Runquist y col.,
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2009). Este ultimo muestra una afinidad por la xilosa aproximadamente tres veces
superior a la que presentan los transportadores de S. cerevisiae para las hexosas. La
mejora en la eficiencia de incorporacion de la xilosa dentro de la célula es un gran reto

para la optimizacion de su metabolismo.

Junto con la introduccién de los genes necesarios para la conversion de la xilosa
a xilulosa y las modificaciones de los genes que intervienen en la sintesis de los
transportadores de membrana, las estrategias de ingenieria genética mds importantes
llevadas a cabo para una eficiente fermentacion de la xilosa por S. cerevisiae van
dirigidas a sobreexpresar la XK nativa, modificar el balance redox y mejorar la ruta de

las pentosas fosfato (Matsushika y col., 2009).

Ademas de S. cerevisiae, P. stipitis esta siendo estudiada intensamente en los
ultimos afos. Esta levadura crece rapidamente bajo condiciones aerdbicas y puede
fermentar la xilosa y glucosa en condiciones limitantes de oxigeno por lo que para una
fermentacion eficiente es necesario un estricto control de la aireacion. El control de la
aireacion es complejo a gran escala, por ello es preferible el uso de microorganismos
capaces de crecer y fermentar xilosa en condiciones anaerdbicas. Con esa finalidad, la
expresion del gen URAI de S. cerevisiae ha sido introducido en P. stipitis para favorecer

su crecimiento en ausencia de oxigeno (Shi y Jeffries, 1998).

2.3. INTEGRACION DE LAS ETAPAS DE PROCESO

Para que el proceso de produccién de etanol a partir de lignocelulosa sea
eficiente se requiere una completa hidrélisis de los azucares, tanto celuldsicos como
hemiceluldsicos, y una eficiente fermentacion de los azicares a etanol. Ademas, el
proceso debe realizarse con una baja demanda energética. Para lograr estos objetivos
son necesarias altas concentraciones de solidos iniciales en el medio de fermentacion
que permitan obtener altas concentraciones finales de etanol, junto con una eficiente
integracion de las etapas de proceso que permita alcanzar altos rendimientos y baja

inversion en equipos.
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Como se mencion6 anteriormente, el primer paso en el proceso de produccion de
etanol a partir de lignocelulosa es el pretratamiento. Tras esta etapa, normalmente se
realiza la filtracion del material pretratado con la consiguiente obtencion de dos
fracciones; una fraccion so6lida denominada residuo solido insoluble (RSI), rica en
celulosa y lignina, y una fraccion liquida o prehidrolizado rica en azlcares
hemicelulosicos (principalmente xilosa) y productos inhibidores (acido acético, furfural,
HMF...). Normalmente, con objeto de eliminar los compuestos toxicos que han
quedado adheridos, el RSI se somete a un proceso de lavado antes de ser empleado
como sustrato en las etapas posteriores de hidrolisis y fermentacion. Esto implica
inevitablemente una pérdida de los azucares solubles embebidos en dicha fraccion y un
aumento de la cantidad de agua necesaria en el proceso y de los efluentes producidos.
Ademas también debe considerarse el incremento de coste que supone afiadir una etapa

adicional de lavado al proceso.

Con el fin de no tener pérdidas de azucares potencialmente fermentables,
minimizar los volumenes de agua empleados y reducir los costes de proceso, seria
conveniente emplear en las posteriores etapas de hidrolisis y fermentacion, el material
pretratado completo (MPC) y no unicamente la fraccion de RSI (Palmqvist y col., 1997).
Al no separar la fraccion liquida, ademads de los azticares hemiceluldsicos solubilizados,
también estan presentes en el medio los productos de degradacion generados durante el
pretratamiento. Por ello, es importante utilizar microorganismos con elevada tolerancia

a los toxicos y capaces de fermentar la xilosa de forma eficiente.

El empleo del MPC en lugar del RSI implica, ademéas de mayores
concentraciones de toxicos, viscosidades mas altas. Esto supone dificultades en la
agitacion del medio, una distribucion no uniforme de los microorganismos y enzimas,
asi como una dificultad afiadida en el control del pH y la temperatura. Para disminuir
estos problemas pueden llevarse a cabo procesos semicontinuos en los que se anade el
sustrato por pulsos (del inglés, fed-batch) y que seran comentados con posterioridad en
el presente capitulo. Los procesos semicontinuos con el MPC, ademas de favorecer el
manejo y homogenizacion del medio, contribuyen a disminuir el efecto inhibitorio de
los productos téxicos. Las levaduras son capaces de metabolizar los furanos y al ser

afadidos al medio de forma continuada se mantienen en concentraciones bajas
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favoreciendo la capacidad de las levaduras para metabolizarlos (Rudolf y col., 2005;

Taherzadeh y col., 2000a).

El éxito del desarrollo comercial del etanol celulosico requiere ademds una
simplificacion del proceso que se puede alcanzar con una mayor integracion de todas las
etapas (p ej. integracion de la hidrolisis y fermentacion en un proceso simultaneo y la
cofermentacion de pentosas y hexosas). La integracion de las etapas de proceso
significa una vision global del pretratamiento, HE y fermentacion, ya que cada uno de
estos pasos tiene una importante repercusion en el siguiente. Esta integracion tendra
beneficios en términos de mayores rendimientos, velocidades de produccion y
concentraciones de etanol mas altas lo que se traducird en menor capital y coste de
operacion. La figura 2.10 muestra un esquema de los distintos niveles de integracion en

las diferentes configuraciones de proceso.

PRETRATAMIENTO
PRODUCCION
ENZIMATICA
7 N\ v |
PRODUCCION
| HIDRi)LISIS | HIDROLISIS ENZIMATICA
- FERMENTACION HIDROLISIS
| FERMENTACION |
FERMENTACION

L

ETANOL F§+4

Figura 2.10. Principales configuraciones de procesos en la produccién de bioetanol mediante
catalizadores enzimaticos a partir de biomasa lignocelulésica.
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2.3.1. Hidrolisis y fermentacion separadas

La configuracion cominmente empleada en el proceso de produccion de etanol a
partir de biomasa lignoceluldsica implica un proceso secuencial en el que la hidrélisis
de la celulosa y la fermentacion de la glucosa se realizan en dos reactores diferentes. En
este proceso, denominado hidrdlisis y fermentacion separadas (HFS), la fraccion rica en
celulosa es primeramente hidrolizada a glucosa. Una vez completada la hidrélisis y
separado el residuo de lignina, la glucosa resultante es fermentada y convertida a etanol.
La utilizacion de un medio liquido rico en glucosa hace posible la recirculacion de los

microorganismos tras la fermentacion.

La principal ventaja en este tipo de procesos es que cada etapa puede ser llevada
a cabo en sus condiciones Optimas de pH y temperatura. Esto permite realizar la
hidrélisis a temperaturas alrededor de 50 °C, donde se encuentra el 6ptimo de actividad
celulolitica en la mayoria de celulasas y B-glucosidasas fungicas, y a un pH 6ptimo
entre 4-5. Posteriormente se realiza la fermentacion a temperaturas entre 30-37 °C,
donde se encuentra el Optimo para la mayoria de microorganismos etanologénicos

(Jorgensen y col., 2007).

La principal desventaja en la HFS se debe a que la acumulacion de la glucosa y
celobiosa en la etapa de hidrdlisis inhibe a las celulasas implicadas en el proceso,
obteniéndose, por lo tanto, bajos rendimientos de sacarificacion (Stenberg y col., 2008;

Xiao y col., 2004).

2.3.2. Sacarificacion y fermentacion simultaneas

Uno de los avances mas importantes relacionados con el proceso global de
produccion de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica ha sido la implementacién y
desarrollo del proceso conocido como sacarificacion y fermentacion simultaneas (SFS),
en el que la hidrélisis y la fermentacion tienen lugar simultaneamente en un mismo

reactor.
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En el proceso de SFS la glucosa liberada por accion de las celulasas durante la
hidrdlisis es directamente metabolizada a etanol por las levaduras. Esta continua
eliminacion de la glucosa del medio minimiza la inhibicion por producto final sobre la
actividad de las celulasas (Ballesteros y col., 2004; Olsson y col., 2006) lo que se refleja
en rendimientos de hidrolisis mas altos, necesidad de menores dosis de enzima,
reduccion del tiempo total de proceso y productividades de etanol mas altas (Alfani y

col., 2000; Ballesteros y col., 2002a).

El proceso de SFS se presenta como un método viable y eficiente para la
produccion de etanol celulosico ya que puede ser empleado con gran variedad de
materias primas y con diferentes tecnologias de pretratamiento. No obstante también
muestra algunos inconvenientes, ya que las condiciones 6ptimas de pH y temperatura en
las etapas de hidrolisis y fermentacion son diferentes y se deben fijar unas condiciones

de compromiso entre ambas.

El pH 6ptimo para la hidrolisis enzimética se encuentra alrededor de 4,8. En
cambio, el pH para la fermentacion, dependiendo del microorganismo, suele ser 5 o
superior. En cuanto a la temperatura 6ptima, la de la hidrélisis se encuentra alrededor de
50 °C mientras que la mayoria de microorganismos fermentadores tiene su Optimo de
temperatura entre los 30-37 °C (Alfani y col., 2000; Jorgensen y col., 2007). En este
contexto, el empleo de levaduras termotolerantes como Kluyveromyces marxianus
capaces de crecer y fermentar a temperaturas superiores a 40 °C, mdas cercanas a la

temperatura optima de la hidrolisis, aparece como una alternativa muy prometedora.

K. marxianus muestra un elevado potencial para ser empleada en numerosas
aplicaciones biotecnoldgicas (Fonseca y col., 2008). Para la produccion de etanol ha
sido ampliamente utilizado en procesos de SFS a partir de diferentes materiales
lignoceluldsicos como madera de chopo (Ballesteros y col., 1998), madera de abeto
(Bolldk y col., 2000), algunas plantas herbaceas (Suryawati y col., 2008) y residuos de
la industria olivarera y del papel (Ballesteros y col., 2001; Kadar y col., 2004). Ademas,
el uso de levaduras termotolerantes lleva asociadas otras ventajas ya que al realizarse la
SES a temperaturas mas altas, ademds de conseguirse mayores rendimientos de HE, se
disminuye el riesgo de contaminacidén por otros microorganismos (Banat y col., 1998;

Limtong y col., 2007).
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Independientemente de la temperatura a la que se realiza la SFS, la
concentracion de solidos en el proceso debe ser tan elevada como sea posible para
asegurar altas concentraciones de azucares que permitan obtener elevadas
concentraciones finales de etanol en el medio. Cuanto mayor es la concentracién de
sustrato durante la SFS, mayor concentracion de etanol potencial puede obtenerse, y por
lo tanto es necesaria menos energia en los posteriores pasos de destilacion y
evaporacion (Sun y Cheng, 2002; Wingren y col., 2003). Algunos estudios han
concluido que un proceso de SFS al 8% (p/v) de RSI resultaba en una disminuciéon de
costes del 19% cuando se comparaba con una SFS al 5% (p/v) (Wingren y col., 2003).
No obstante, en un proceso convencional de SFS el contenido en RSI suele estar
limitado al 10% (p/v) debido a la alta viscosidad que presentan la mayoria de materiales
lignoceluldsicos que dificulta el manejo de los medios en el reactor (Rosgaard y col.,

2007; Varga y col., 2004).

La viscosidad de los materiales lignoceluldsicos disminuye como resultado de la
actividad celulolitica debido a la pérdida de la estructura de la lignocelulosa y su
capacidad de retencion de agua (Rosgaard y col.,, 2007). Por ello, una etapa de
prehidrolisis o presacarificacion previa a la SFS, en la que las enzimas actuan
hidrolizando el sustrato antes de la inoculaciéon de las levaduras, hace el medio mas
fluido, mas facil de manejar y permite alcanzar cargas de sustrato mas elevadas.
Mediante esta presacarificacion también se produce una mejor agitacion del medio, una
distribucion uniforme de los microorganismos y enzimas, asi como un mejor control del
pH y la temperatura. La prehidrdlisis muestra otras ventajas ya que al poder realizarse a
temperaturas mas altas, debido a la ausencia de levaduras en el medio, se mejora la tasa
de hidrolisis durante la misma, aumentandose con ello, la tasa de licuefaccion del

material (Jorgensen y col., 2007).

Otra manera de conseguir mayores concentraciones finales de sélidos en el
medio sin generar problemas de viscosidad excesiva es la realizacion de los procesos
semicontinuos (de inglés, fed-batch) (Rudolf'y col., 2005; Varga y col., 2004). En estos
casos, la adicion del sustrato por pulsos implica una hidrolisis continuada del material.
En este proceso las enzimas son afiadidas junto con el sustrato, lo que provoca una

disminucién de la viscosidad, favoreciendo el manejo y homogeneizacién del medio.
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Ademas, los procesos de adicién de sustrato por pulsos mejoran la eficiencia del
proceso de produccidon de etanol, permitiendo obtener concentraciones mas altas de
etanol y mejoras en los rendimientos (Rudolf y col., 2005). Dicha configuracion ha sido
empleada con éxito a partir de diferentes materias primas como el bagazo de maiz
(Varga y col., 2004), paja de trigo (Olofsson y col., 2008), madera de abeto (Rudolf' y
col., 2005), sorgo dulce (Laopaiboon y col., 2007) o residuos de la industria del papel
(Ballesteros y col., 2002).

2.3.3. Sacarificacion y cofermentacion simultaneas

Como ha sido comentado con anterioridad, los materiales lignoceluldsicos, en
particular las maderas duras y los residuos agricolas, pueden contener entre 15-30% de
pentosas (principalmente xilosa) en su composicion. Es por ello que la fermentacion de

la xilosa es esencial para un eficiente y rentable proceso de produccion de etanol.

Los procesos de SFS se realizan normalmente sobre la fraccion del RSI, lo que
implica la fermentacion mayoritariamente de las hexosas. No obstante, dependiendo del
grado de integracion del proceso, también puede implicar la fermentacion de pentosas
cuando se utiliza el MPC (prehidrolizado y RSI) en el proceso de SFS. El empleo del
MPC y el uso de levaduras fermentadoras de pentosas darian lugar al proceso

denominado sacarificacion y cofermentacion simultdneas (SCFS).

En un proceso en el que las fracciones solida y liquida se fermentan por
separado, se podrian optimizar las condiciones para la fermentacion de la glucosa o
xilosa en cada una de ellas. Sin embargo, al emplear el MPC, ambos azlicares estan
presentes en el medio y deben ser fermentados simultineamente. Como ha sido
mencionado previamente, uno de los pasos limitantes en la utilizacion de la xilosa por
parte de S. cerevisiae se ha atribuido al ineficiente transporte de la xilosa al interior de
la célula. Xilosa y glucosa comparten transportadores de membrana, pero la afinidad de
estos sistemas de transporte por la xilosa es aproximadamente 200 veces menor que
para la glucosa (Hamacher y col., 2002). Por consiguiente, la presencia de glucosa en el

medio inhibe la incorporacion de la xilosa al interior de la célula, por lo que los niveles
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de glucosa en el medio deben mantenerse bajos para una cofermentacion eficiente
(Meinander y col., 1999; Chu y Lee, 2007). Asi pues, los procesos en semicontinuo en
los que el sustrato se afiade por pulsos ayudan a mantener bajas las concentraciones de
glucosa a lo largo del proceso de SCFS favoreciendo la incorporacion de la xilosa

(Ohgren y col., 2006b).

En el proceso de SCFS la acumulacion de glucosa en el medio es menor que en
el caso de HFS, ya que segin se va produciendo en la etapa de hidrdlisis es
transformada a etanol por el microorganismo, lo que resulta favorable para la
fermentacion de la xilosa (Ohgren y col., 2006b). Ademads, puesto que los azucares
hemiceluldsicos también parecen tener un efecto inhibitorio sobre las celulasas (Xiao y
col.,, 2004), el consumo de la xilosa en un proceso de SCFS implicard mayores
rendimientos de HE de la celulosa, aumentando aun mas la eficiencia global del proceso

de SCFS.

2.3.4. Bioproceso consolidado

El bioproceso consolidado (BPC) conlleva la combinacion de las 4 reacciones
biologicas necesarias para la transformacion de la lignocelulosa a etanol en un unico
reactor: produccion de las enzimas (celulasas y hemicelulasas), hidrolisis del material
pretratado a azucares, fermentacion de las hexosas y fermentacion de las pentosas
(Cardona y Sanchez, 2007; Lynd y col., 2005). Para la consecucion de dicho proceso se
necesita un unico microorganismo, o mezcla de éstos, capaces de hidrolizar y fermentar

la biomasa pretratada sin adicion de enzimas exogenas.

Entre los microorganismos capaces de degradar la celulosa, las bacterias
celuloliticas del género Clostridium han sido las mejor estudiadas y caracterizadas.
Estas bacterias digieren la celulosa mediante un complejo enzimatico extracelular
llamado celulosoma (Demain y col., 2005). Los celulosomas son capaces de hidrolizar
tanto la parte amorfa como la parte cristalina de la celulosa. Clostridium thermocellum,
es una bacteria termofila que utiliza la celulosa como tnica fuente de carbono y lleva a

cabo la fermentacion produciendo lactato, acetato, etanol, H, y CO,. Ademas, C.
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thermocellum, expresa su celulosoma unido firmemente a la pared de la célula y
presenta las velocidades mas altas de hidrolisis de celulosa conocidas hasta el momento
(Lynd y col., 2002). Por todo ello, C. thermocellum puede producir la enzima, realizar
la hidrélisis de la celulosa y la fermentacién de la glucosa a etanol. Puesto que C.
thermocellum no es capaz de fermentar la xilosa, la fermentacion de las pentosas se
realiza con Clostridium thermosaccharolyticum lo que permite la cofermentacion

simultanea de glucosa y xilosa a etanol en un mismo reactor.

A pesar de todas las ventajas que implicaria la realizacion de este tipo de BPC,
en la actualidad todavia no existen microorganismos con todas las caracteristicas
requeridas para un eficiente BPC. Sin embargo, existen expectativas de poder superar
las limitaciones de los actuales microorganismos mediante dos estrategias. La primera
estd orientada a manipular microorganismos que muestran una alta actividad celulolitica
con el fin de mejorar su produccion de etanol, aumentado los rendimientos o la
tolerancia al mismo (Lynd y col., 2005). La segunda contempla la modificacion
genética de microorganismos que presentan altos rendimientos a etanol de manera que
sean capaces de producir enzimas para hidrolizar la celulosa y hemicelulosa (Van Zyl y
col., 2007). Dichos avances podrian implicar importantes mejoras en el proceso de
produccion de bioetanol en un futuro pero se encuentran todavia en una etapa inicial de

investigacion.

La bacteria Clostridium phytofermentans, aislada del suelo en 2002, es capaz de
hidrolizar una amplio rango de materiales entre los que se encuentran los residuos
lignoceluldsicos debido a la sintesis de sus propias enzimas, y de fermentar una amplio
rango de azucares tanto hexosas como pentosas (Warnick y col., 2002). En ese sentido,
se estan realizando diversas investigaciones para optimizar la produccién de etanol con
este microorganismo a partir de una materia prima concreta, aumentando los

rendimientos globales tanto de hidrolisis como de fermentacion (QTEROS, 2009).

En la siguiente tabla 2.3 se resumen las principales caracteristicas de los

diferentes procesos detallados en el presente capitulo.
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CARACTERISTICAS

VENTAJAS

DESVENTAJAS

Tabla 2.3. Descripcion de las diferentes configuraciones de proceso con diferentes niveles
de integracion.

HFS

-Las enzimas hidrolizan
las cadenas de celulosa
a monomeros de
glucosa.

-La glucosa resultante es
convertida a etanol en el
paso posterior de
fermentacion.

SFS

- Las enzimas hidrolizan
la celulosa y el micro-
organismo convierte
simultdneamente la glu-
cosa resultante a etanol.

SCFS

- Las enzimas hidrolizan
la celulosa y simul-
taneamente el micro-
organismo convierte la
glucosa resultante a
etanol.

- La xilosa solubilizada
en el hidrolizado es
también fermentada a
etanol.

BPC

- Conversion de los
azucares celuldsicos y
hemiceluldsicos a etanol
por un Unico micro-
organismo o mezcla de
éstos.

- Condiciones Optimas
para cada paso.

-Posibilidad de reciclaje
de las células.

-Amplia disponibilidad
de microorganismos
eficientes para este tipo
de procesos.

-Disminucion de costes
y empleo de menores

concentraciones de
enzimas.
- Se minimiza la

inhibicién por producto
final.

- Aprovechamiento de la
mayoria de azucares
presentes en la materia
prima.

-Disminucion de costes
y empleo de menores

concentraciones de
enzimas.
- Se minimiza la

inhibicién por producto
final.

- No se necesita la
adicion de enzimas para
realizar la hidrolisis.

- Proceso en dos pasos
con el consiguiente
aumento de costes que
ello supone.

- Inhibiciéon por pro-
ducto final durante la
hidrolisis.

- Las condiciones de
proceso deben ser un
compromiso entre las

condiciones optimas
para hidrolisis y
fermentacion.

- Imposibilidad de
reciclaje de las células.

- No hay fermentacion
de las pentosas.

- Los microorganismos
fermentadores de pen-
tosas no estan
ampliamente desarrolla-
dos.

- Las condiciones de
proceso deben ser un
compromiso entre las

condiciones optimas
para hidrdlisis y
fermentacion.

- Imposibilidad de
reciclaje de las células.

- No existen actual-
mente microorganismos
con todas las caracte-
risticas requeridas para
un eficiente proceso.
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3. OBJETIVO E HIPOTESIS

El presente trabajo se enmarca dentro de las actividades de la Unidad de
Biomasa del CIEMAT que tienen como objetivo la produccién de biocombustibles
liquidos a partir de biomasa lignoceluldsica. Estos biocombustibles, denominados de
segunda generacion, aparecen como una alternativa prometedora a los actuales
biocombustibles de primera generacion provenientes de materias primas azucaradas,
amilaceas y oleaginosas, de elevado coste y ligadas al mercado alimentario. Entre las
diferentes tecnologias que se estan desarrollando para la produccion de biocarburantes
de segunda generacion, los procesos de produccion de etanol a partir de biomasa
lignoceluldsica basados en hidrolisis enzimatica, son los que ofrecen mejores

perspectivas de comercializacion (Ballesteros, 2001).

La paja de trigo, materia prima empleada en este trabajo, es un abundante
residuo agricola en Espafia, cuya produccion en 2007 se estimo6 en mas de 7 millones de
toneladas (FAOSTAT, 2007). Al ser un residuo abundante, con alto contenido en
celulosa, es un sustrato interesante como materia prima en los procesos de produccion
de etanol mediante hidrolisis enzimatica y fermentacion (Alfani y col., 2000; Olsson y

col., 2006).

Debido a su compleja estructura, el material lignocelulosico tiene baja
susceptibilidad al ataque enzimatico, por lo que hace necesario un paso previo de
pretratamiento. La explosion por vapor es un excelente pretratamiento para el material
lignoceluldsico ya que altera la estructura del material, aumentando la accesibilidad de
las enzimas. Sin embargo, durante el pretratamiento se forman una serie de productos de
degradacion que pueden afectar a la enzima y al microorganismo, actuando como
inhibidores de la hidrolisis y fermentacion. Dichos compuestos de degradacion, junto
con los azlcares hemiceluldsicos, se encuentran solubles en la fraccion liquida o
prehidrolizado. Por eso en los procesos desarrollados hasta este momento, se realiza una
separacion de la fraccion liquida y una etapa de lavado del residuo solido insoluble (RST)
para eliminar los posibles inhibidores embebidos en dicha fraccion. No obstante, con
objeto de minimizar las necesidades de agua, disminuir la cantidad de efluentes

producidos en el proceso y aprovechar todos los azlicares hemiceluldsicos solubilizados,
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seria interesante utilizar el material pretratado completo (MPC) como medio de

hidrdlisis y fermentacion.

Dentro de las mejoras necesarias para avanzar hacia la comercializacion del
proceso de produccion de bioetanol, la simplificacion del mismo, con una mayor
integracion de todas las etapas, es la que ofrece mejores perspectivas. La integracion de
las etapas de proceso implica tener una vision global del pretratamiento, hidrolisis
enzimatica y fermentacion, ya que cada una de estas etapas tiene una repercusion
importante en la siguiente. La eliminacion de la etapa de filtracion, la combinacion de la
hidrdlisis y fermentacion en un unico proceso y la cofermentaciéon de pentosas y
hexosas pueden contribuir significativamente a reducir los costes de la tecnologia. Esta
reduccion del coste del proceso global es necesaria para implementar la tecnologia de

produccion de etanol a partir de lignocelulosa a nivel industrial.

Durante las ultimas décadas se han producido grandes progresos en la reduccion
de los costes de las tecnologias de producciéon de bioetanol basadas en hidrolisis
enzimatica. La clave de estos avances ha estado en aumentar los rendimientos, las
velocidades de produccion y las concentraciones de etanol mediante mejoras en la
tecnologia de pretratamiento, desarrollo de mejores enzimas celuloliticas y la

combinacion sinérgica de la hidrolisis y fermentacion.

En base a estas consideraciones, el objetivo principal de esta investigacion es
obtener una mayor integracion de todas las etapas implicadas en el proceso de
produccion de etanol a partir de paja de trigo, aprovechando tanto la glucosa como

xilosa presentes en la materia prima con el fin de obtener altos rendimientos de etanol.

Para la consecucion del objetivo general se llevaron a cabo los siguientes

estudios:
o Analisis del efecto de las preparaciones enziméaticas comerciales
empleadas en procesos de sacarificacion y fermentacion simultaneas
(SFS) sobre el microorganismo etanologénico.
o Comparacién de los procesos de produccion de etanol mediante

hidrolisis y fermentacion separadas (HFS) y SFS.
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Integracion de procesos mediante el uso del material pretratado
completo (MPC) en procesos de SFS y sacarificacion vy
cofermentacion simultaneas (SCFS).

Realizacion de pruebas de SFS y SCFS en semicontinuo (fed-batch).
Empleo de microorganismos termotolerantes en procesos de SFS en
continuo o semicontinuo.

Adaptacion de la levadura a la fraccion liquida obtenida tras el
pretratamiento con el fin de aumentar la tolerancia a los productos de

degradacion y favorecer el consumo de xilosa.
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A continuacién se discuten conjuntamente los resultados obtenidos, realizando
una comparacion de los diferentes estudios realizados y la deduccion de conclusiones

globales.

El trabajo realizado en esta Tesis Doctoral se esquematiza en la figura 4.1. En
ella se resumen los principales procesos de fermentacion, SFS y SCFS realizados con
diferentes cepas de levaduras etanologénicas: S. cerevisiae Red Star, cepa disponible
comercialmente; S. cerevisiae F12, cepa recombinante capaz de fermentar la xilosa y K.
marxianus CECT 10875, levadura termotolerante capaz de fermentar a temperaturas

superiores a 40 °C.

PAJA DE TRIGO

|

Pretratamiento: EXPLOSION POR VAPOR

o MATERIAL PRETRATADO
Filtracion | €= coMPLETO (MPC)

PREHIDROLIZADO é RSI \

"= === - "= === -
FERMENTACION I - SFS I

! S. cerevisiae Red Star | S. cerevisiae Red Star
| K. marxianus CECT 10875

I S. cerevisiae F12

| K. marxianus CECT 10875 |

1
| COFERMENTACION . 1 SCFS

. . | . . | S. cerevisiae F12
I S. cerevisiae F12 | S. cerevisiae F12
| ADAPTACION I | SFS por pulsos I

S. cerevisiae F12 | = K. marxianus CECT 10875 | S. cerevisiae F12

Figura 4.1. Esquema simplificado de los procesos experimentales llevados a cabo.

4.1. COMPOSICION DEL MATERIAL

La caracterizacion de la paja de trigo se realizo siguiendo el esquema mostrado
en la figura 4.2 utilizando los métodos del National Renewable Energy Laboratory

(NREL) (USA) para la determinacién de carbohidratos estructurales, cenizas y lignina

58



4. DISCUSION CONJUNTA DE LOS RESULTADOS

en biomasa lignocelulésica (LAP-002, LAP-003, LAP-004, LAP-017 y LAP-019)
(NREL, 2007).

Cenizas totales S2cnacion 550°C MATERIA Secado105°C |\, 1o
PRIMA

!

Extraccion

}

MATERIA PRIMA
EXTRAIDA / RSI

Extractivos

lHidréIisis en 2 etapas

HIDROLIZADO HPLC _» Grupos acetilo

!

Filtracion a vacio

4—////\>

FRACCION FRACCION
LIQUIDA SOLIDA
4|_Vwr:)ancia 205 nm l
Azucares Lignina &cido soluble  Lignina acido insoluble

!

Cenizas acido insolubles

Figura 4.2. Procedimiento para el analisis de la paja de trigo y del material pretratado.

Los procedimientos empleados para establecer la composicion, tanto de la
materia prima como del RSI, determinan el contenido en azicares monoméricos. Se
asume que la glucosa proviene de la celulosa, que la xilosa, arabinosa y galactosa
provienen de la hemicelulosa y que todos los azlicares estan en forma polimérica. Es por
ello que el contenido en celulosa y hemicelulosa se calculd aplicando el factor de
correccion correspondiente a la ganancia de peso por la adicion de una molécula de
agua al hidrolizar los enlaces glucosidicos (1,11 en el caso de las hexosas y 1,13 en el

caso de las xilosas).

La composicion de las diferentes pajas de trigo empleadas en la experimentacion,

junto con otros encontrados en la bibliografia, se detallan en la tabla 4.1. Como se
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observa, el contenido en celulosa (30,2-40,7%) y hemicelulosa (22,3-28,3%) varia entre
los diferentes lotes. La composicion en carbohidratos estructurales y lignina de paja de
trigo puede variar debido al fertilizante empleado durante su cultivo y el contenido en
minerales del suelo o a la madurez que haya alcanzado en grano en el momento de su
recoleccion (Ohgren y col., 2006a). El alto contenido en carbohidratos estructurales

hace de este residuo un sustrato potencialmente interesante para la produccion de etanol.

Tabla 4.1. Composicion de la paja de trigo empleada como materia prima (% peso seco).

Articulo I Articulo IV (Pérez y col., 2008) | (Pérezy col., 2007)

Celulosa 30,2 40,7 37,8 37,4
Hemicelulosa 22,3 27,6 254 28,3
Xilano 18,7 23,7 22,8 27,0
Galactano 0,8 2,6 1,0 1,1
Arabinano 2,8 1,3 1,6 1,6
Grupos acetilo 2,6 n.d. 1,6 1,8
Lignina 17,0 17,0 18,1 17,4
Cenizas 4,7 4,3 6,3 4,8
Extractivos 14,7 n.d. 15,3 14,7

n.d; no determinado

La fraccion hemicelulosica estd formada principalmente por xilano (18,7-27,0%),
siendo ésta una de las caracteristicas de las plantas herbaceas ya que el arabinoxilano es
el componente principal de su hemicelulosa. Puesto que la xilosa supone
aproximadamente entre el 20% y el 30% de los azicares contenidos en la paja de trigo,
su transformacion a etanol puede contribuir a aumentar de manera sensible los
rendimientos del proceso. También forman parte de la hemicelulosa pequenas
cantidades de galactano y arabinano. En el analisis de la fraccion hemicelulosica de la
materia prima se determinaron los grupos acetilo, presentes como sustituyentes de las
cadenas de arabinoxilanos, los que representan entre un 1,6% y un 2,6% del peso seco

de la materia prima.

El contenido en lignina de la paja de trigo (17,0-18,1%) se encuentra en el rango
descrito para otros residuos agricolas como el bagazo de maiz (Kim y Holtzapple, 2005)
o la paja de cebada (Garcia-Aparicio y col., 2007). Los extractivos suponen entre el
14,7-15,3% del peso seco y el relativamente alto contenido en cenizas (4,3-6,3%) puede

estar justificado por la presencia de compuestos derivados del uso de fertilizantes en los
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cultivos y por compuestos de silice procedentes de la contaminacion del suelo durante la

cosecha y el transporte (Olanders y Steenari, 1995).

4.1.1. Efecto del pretratamiento en la composicion del
material pretratado

La primera etapa en un proceso de produccion de etanol via enzimatica a partir
de material lignoceluldsico es el pretratamiento, que tiene como objetivo principal
alterar la compleja estructura de la biomasa lignoceluldsica aumentando la accesibilidad
de las enzimas. En este trabajo se empleo el pretratamiento por explosion por vapor (EV)
que combina un efecto quimico o autohidrélisis con un efecto mecanico. Este Gltimo
esta causado por la rapida despresurizacion del reactor que provoca una evaporacion del
agua que impregna la biomasa, creando fuerzas de cizalla que dan lugar a la separacion

de las fibras.

Como resultado del pretratamiento se origina un producto fibroso, a partir del
cual, tras un proceso de filtracion se obtienen dos fracciones: un RSI enriquecido en
celulosa y lignina, y una fraccion liquida o prehidrolizado, donde se recuperan parte de
los azlicares hemiceluldsicos solubilizados durante el pretratamiento, asi como

diferentes productos de degradacion originados en el mismo.

Las variables mas importantes en el pretratamiento por EV son la temperatura, el
tiempo de residencia, el contenido en humedad del material y el tamafio de particula
(Ballesteros y col., 2002b Duff y Murray, 1996). A la hora de evaluar el pretratamiento
ha de tenerse en cuenta una serie de factores como la recuperacion de celulosa en el RSI,
el rendimiento de hidrolisis enzimatica del mismo y la recuperacion de azucares
hemicelulodsicos (principalmente xilosa) en la fraccion liquida. Al aumentar la severidad
del pretratamiento (mayor temperatura y tiempo de residencia) aumenta la
solubilizacion de las hemicelulosas haciéndose la celulosa mas accesible al ataque
enzimatico. Sin embargo, si se utilizan condiciones de pretratamiento demasiado
severas se produce una degradacion de los aztcares hemicelulosicos solubilizados en la
fraccion liquida e incluso una degradacion de la celulosa, originandose una serie de
productos toxicos que van a afectar a las etapas posteriores de hidrolisis enzimatica y

fermentacion. Por lo tanto, a la hora de seleccionar las condiciones de pretratamiento
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hay que alcanzar una solucion de compromiso entre las condiciones que favorecen la
accesibilidad de la celulosa al ataque enzimatico y las que favorecen la recuperacion de

aztcares hemicelul6sicos con una minima generacion de productos toxicos.

La temperatura de pretratamiento utilizada en los experimentos de esta Tesis
Doctoral se encuentra en el rango 200-220 °C y el tiempo de residencia varia entre 2,5 y
5 min. El material fue molido antes del pretratamiento utilizdindose en los ensayos dos
tamafios de particula de 5 y 10 mm. El primer paso para una eficiente integracion de
proceso consiste en fijar las condiciones de pretratamiento en funcion de Ia
configuracion elegida para la hidrolisis de la celulosa y la fermentacion de los azucares
(tanto glucosa como xilosa) a etanol. De este modo, cuando se realizd un proceso de
SFS con K. marxianus (articulo IV), y puesto que esta levadura no tiene la capacidad
de fermentar xilosa, se eligieron condiciones de pretratamiento (220 °C, 2,5 min) en las
que se obtuvo un RSI con alto contenido en celulosa aunque la recuperacion de la xilosa
en el prehidrolizado no fuera 6ptima debido a la degradacion de la misma. Sin embargo,
cuando se utilizd una levadura recombinante capaz de fermentar tanto glucosa como
xilosa (articulos I y V) se utilizaron condiciones de pretratamiento mas suaves (200-

210 °C, 5 min) que condujeron a una mayor recuperacion de xilosa en el prehidrolizado.

En la tabla 4.2 se detallan las composiciones de los diferentes RSI y
prehidrolizados obtenidos a diferentes condiciones de pretratamiento de la paja de trigo.
En cuanto a la composicion del RSI, se puede observar que para todas las condiciones
de pretratamiento empleadas el contenido en celulosa y lignina fue mayor que en la
materia prima debido a la solubilizacién de la fraccion hemiceluldsica. Asi, mientras
que el contenido en celulosa de la paja de trigo variaba entre 30,2-40,7%, en el RSI la
concentracion de celulosa varié entre 51,8-72,0%. El RSI con mayor contenido en
celulosa (72%) fue el obtenido cuando el pretatamiento se realizé a 220 °C durante 2,5
min (articulo IV). Del mismo modo, en el RSI se observd un contenido en lignina
(21,4-29,9%) superior que en la materia prima (17,0-18,1%) en todas las condiciones de

pretratamiento empleadas.

Como puede observarse en el articulo V, para el material molido al mismo
tamafio de particula (5 mm), un aumento de la temperatura de pretratamiento origind

una mayor solubilizaciéon de los xilanos, recuperandose una cantidad menor en el RSI
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(10,9% frente a un 3,5%, cuando la temperatura de pretratamiento fue de 200 °C y 210

°C, respectivamente). Cabe destacar que en este caso, el pretratamiento realizado a 210

°C fue demasiado severo, puesto que el RSI contenia menor proporcion de celulosa que

el pretratado a 200 °C (56% frente a 60%) y se observd una mayor concentracion de

productos de degradacion en el prehidrolizado.

Tabla 4.2. Composicion de los materiales pretratados obtenidos a diferentes condiciones de

pretratamiento por EV.

Articulo I Articulo IV Articulo V
CONDICIONES PRETRATAMIENTO
TEMPERATURA (°C) 210 220 200 210
TIEMPO (min) 5 2,5 5 5
TAMANO DE PARTICULA (mm) =10 =10 <5 <5
[ " RESIDUOSOLIDOINSOLUBLE =
[CELULOSA % pip) T stsees | 720082 | 601613 | 564293 |
HEMICELULOSA
XILANO (% p/p) 10,5 (5,4) 7,0 (3,7) 10,9 (5,7) 3,5(1,8)
LIGNINA (% p/p) 28,6 (14,6) 21,4 (11,1) 29,9 (15,5) 29,2 (14,9)
CENIZAS (% p/p) 1,8 0,1 1,2 32
e @ e ¢ e m— — — — F;ACC;NIEUID: o — ] —n — o —
_AZ (;c;s: ........... i i i — TNl i
GLUCOSA (g/) 5,7 2,9 5,0 3,6
XILOSA (g/) 24,7 17,8 33,0 15,6
ARABINOSA (g/l) 1,6 1,2 0,6 0,6
GALACTOSA (g/) 1,1 0,6 L1 1,1
Productos de degradacidén y ac. acético:
FURFURAL (g/) 1.4 1,8 1.4 1,6
HMF (g/1) 0,1 0,4 0,3 0,4
ACIDO ACETICO (g/) 5,1 6,4 52 6,8
ACIDO FORMICO (g/l) 1,3 2,6 2,1 2,8
ACIDO CUMARICO (g/l) <0,01 0,03 0,04 0,05
ACIDO FERULICO (g/l) <0,1 0,02 0,05 0,07

* Entre paréntesis se expresa la composicion referida a la materia prima (composicion del
material pretratado por porcentaje de recuperacion).

El efecto que el tamafo de particula ejerce sobre la composicion del material

pretratado se puede observar al comparar la composicion de los RSI en el articulo Iy

articulo V, ambos pretratados a 210 °C durante 5 min pero con tamafio de particula

diferente (5 y 10 mm). Teniendo en cuenta el contenido en celulosa de la materia prima

y el porcentaje de recuperacion de solidos (aproximadamente 52%), se puede apreciar
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que en los ensayos con un tamafio de particula de 10 mm se recuper6 en el RSI el 91%
de la celulosa contenida en la materia prima, mientras que la recuperacion solo fue del
72% cuando el tamafio de particula fue <5 mm. Del mismo modo, la recuperacion de
hemicelulosa (xilanos) en el RSI fue mas alta al utilizar un tamafio de particula mayor
(30% y 7,5% al emplear 10 mm y 5 mm, respectivamente). El mismo efecto del tamafio
de particula sobre la recuperacién y solubilizacién de las fracciones celulosica y
hemiceluldsica se observo al pretratar madera de pino o residuos agricolas herbaceos

(Brassica carinata) por EV (Ballesteros y col., 2000; Ballesteros y col., 2002b.

La fraccion liquida o prehidrolizado estd constituida mayoritariamente por los
azucares solubilizados procedentes de la fraccion hemiceluldsica y por los productos de
degradacion originados durante el pretratamiento. La proporcion de los azlcares
solubilizados varia dependiendo del tipo de azGcar y de las condiciones de
pretratamiento (Ballesteros y col., 2002b. Concentraciones de 5,0 g/l y 3,6 g/l de
glucosa y de 33,0 g/l y 15,6 g/l de xilosa se detectaron en los prehidrolizados obtenidos
a 200 °Cy 210 °C durante 5 min, respectivamente (articulo V). Como puede observarse,
un incremento tanto en el tiempo de residencia como en la temperatura de
pretratamiento promueve una mayor degradacion de los azucares. Independientemente
de las condiciones de pretratamiento empleadas, la solubilizacion de la galactosa y la

arabinosa fue del 100%, no encontrandose entre los azticares del RSI en ninglin caso.

Durante el pretratamiento se originan una serie de productos de degradacion
potencialmente inhibidores para las siguientes etapas de hidroélisis y fermentacion. En la
tabla 4.2 se recoge la concentracion de los productos de degradacion mayoritarios
presentes en los prehidrolizados obtenidos a diferentes condiciones de pretratamiento.
La concentracion de los compuestos de degradacion aumenta con la temperatura y el
tiempo de pretratamiento. Asi pues, como se ha comentado con anterioridad, en el caso
de los materiales utilizados en el articulo V, la concentracion de los mismos fue

siempre superior en la fraccion liquida del material pretratado a 210 °C.

El acido acético, originado a partir de la hidrolisis de los grupos acetilo de la
fraccion hemiceluldsica, fue el compuesto mayoritario en todos los casos. Su
concentracion aument6 cuanto mayor fue la temperatura de pretratamiento (5,2 g/l a 200

°Cy 6,8 g/l a210 °C) (articulo V). Estas concentraciones estdn dentro del rango
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encontrado en la bibliografia en prehidrolizados obtenidos a partir de paja de trigo
pretratada por EV. El segundo compuesto, en cuanto a su concentracion en la fraccion
liquida, fue el acido férmico (1,3-2,8 g/l) que proviene de la degradacion que se produce

a elevadas temperaturas del furfural y HMF.

La concentracion de furfural vario entre 1,4 y 1,8 g/l. Este compuesto proviene
de la degradacion de las pentosas, xilosa mayoritariamente. No obstante, esas
concentraciones de furfural sélo explican parcialmente la degradacion de pentosas
durante el pretratamiento. Al ser un compuesto volatil, es posible que ocurran pérdidas
por evaporacion y recondensacion durante el pretratamiento (Allen y col., 2001; Laser y

col., 2002).

El otro derivado furanico detectado fue el HMF, que se origina como
consecuencia de la degradacion de las hexosas. EI HMF se encontré en menor
concentracion que el furfural debido a que las hexosas presentes en la hemicelulosa son
minoritarias en los materiales herbaceos. Las concentraciones de ambos compuestos en
prehidrolizados de otras biomasas herbaceas, pretratadas por EV en condiciones
similares, son muy parecidas. Por ejemplo, en el bagazo de maiz se encontraron 0,2 g/
de HMF y 1,3-1,5 g/l de furfural (Ohgren y col., 2006b; Ohgren y col., 2007) y en el
caso de la paja de cebada se detectaron 0,2 g/l de HMF y 1,1 g/l de furfural (Linde y col.,
2007).

Entre los productos de degradacion de la lignina, el acido cumarico y el acido
ferulico se encontraron en unas concentraciones de entre <0,01 y 0,07 g/l. Ambos
derivan del 4cido cindmico y son caracteristicos de los materiales herbaceos donde

actian de union entre la hemicelulosa y la lignina (Sun y Cheng, 2002).

En general, todos los compuestos de degradacion mencionados han sido
identificados previamente, dentro del mismo rango de concentraciones, en
prehidrolizados obtenidos a partir de bagazo de maiz (Ohgren y col., 2005), paja de
cebada (Garcia-Aparicio y col., 2006) y paja de trigo (Oliva y col., 2003).
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4.2. SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEAS

El proceso SFS se ha mostrado como un método viable y eficaz para la
produccion de etanol a partir de biomasa lignocelulésica. La presencia del
microorganismo fermentador en el mismo reactor donde se realiza la HE evita la
acumulacién de glucosa y celobiosa en el medio, impidiendo asi la inhibicién por
producto final del sistema enzimatico (Olsson y col., 2005). Esto se traduce en mayores

rendimientos de HE y mayores rendimientos y productividades volumétricas de etanol.

En un proceso de SFS la produccion de las enzimas empleadas puede llegar a
suponer el 50% del coste total del proceso (Galbe y Zacchi, 2002). Por ello es
sumamente importante para la viabilidad econdémica del proceso optimizar la carga
enzimatica. Ademads se ha observado que, la presencia de productos conservantes en los
preparados enzimaticos comerciales empleados para estabilizar la enzima puede ejercer
algtin efecto inhibidor sobre la levadura (Golias y col., 2000; Szoczdrak y Targonsky,
1987). Asi pues, deberia ajustarse la concentracion dentro de los rangos en que no exista
este efecto inhibitorio. En ese contexto se llevaron a cabo los experimentos del articulo
III, en los que se estudio el efecto que diferentes dosis de enzima comercial Celluclast
1.5 L FG (5-35 UPF/g sustrato) tienen sobre la viabilidad celular y produccién de etanol
de K. marxianus CECT 10875 en procesos de SFS con 10% (p/v) de celulosa comercial
(Sigmacell 50, SIGMA). Los experimentos se realizaron a 42 °C, pH 5,0, durante 72 h

con una dosis de inoculo de 0,3 g/l peso seco.

La viabilidad celular en los diferentes ensayos se muestra en la figura 4.3. Al
emplear dosis de enzima de entre 5-15 UPF/g sustrato, el mayor nimero de UFC/ml se
alcanzo entre las 20-24 h. Por el contrario, al emplear dosis de 25-35 UPF/g sustrato las
maximas UFC/ml se alcanzaron entre 6-8 h. En ambos casos se produjo un marcado
descenso en la viabilidad celular tras 25-30 h de SFS. En la figura se observa que el
mayor nimero de UFC/ml (2,2x10%) se obtuvo cuando se utilizé la menor dosis de
enzima (5 UPF/g sustrato). La viabilidad celular se redujo sensiblemente al emplear las
dosis de enzima mas altas (25-35 UPF/g sustrato). Es decir, mayores concentraciones de

enzima, que implican mayores concentraciones de aditivos y conservantes, afectaron
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negativamente el nimero de UFC/ml tal como habia sido demostrado previamente en
procesos de fermentacion de glucosa y de SFS (Golias y col., 2000; Szoczdrak y

Targonsky, 1987).

3,5x10°
3,0x10° -
2,5x10°
] I
_20x10 gm—— ™
E /
b .
= 1,5x10° /
14 .o/°\. mm
1,0x10° @
- /L;AA \
5,0x107 | gAVyy ——th—4 —

v\o—
*—3
004 § ,
0 10 20 30 40 80
Tiempo (h)

Figura 4.3. Viabilidad celular de K. marxianus CECT 10875 en procesos de SFS con 10% (p/v) de

celulosa cristalina (Sigmacell 50, SIGMA). Las diferentes cargas de enzima fueron: (m) 5 (®) 15; (A)
25; y (V) 35 UPF/g sustrato.

Segun se observa en la tabla 4.3, la produccion de etanol en los procesos de SFS
con celulosa comercial y diferentes dosis de enzima aumentd de 25,9 a 33,9 g/l al
utilizar 5 y 15 UPF/g sustrato respectivamente, lo que significO una mejora del
rendimiento del 0,27 al 0,35. No se vieron diferencias significativas en la concentracion
maxima ni en los rendimientos de etanol al emplear mayores cargas de enzima (25-35
UPF/g sustrato). Cabria esperar que un aumento en la dosis enzimatica diera lugar a una
mayor concentracion de etanol en un proceso de SFS; no obstante, estudios previos han
concluido que existe un punto por encima del cual al aumentar la dosis enzimdtica no se

observan mejoras en la produccion de etanol (Stenberg y col., 2000;Varga y col., 2004).
La mayor concentracion de glucosa detectada en el medio durante las primeras 4

h de proceso, fue de 12,9 g/l y se alcanz6 con 35 UPF/g sustrato (tabla 4.3). Esto indico

una mayor tasa de HE a tiempos cortos al emplear dosis de enzima mas altas, aunque
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esa mejor tasa de hidrdlisis inicial no se tradujo en mayores concentraciones finales de

etanol.

Tabla 4.3. Concentraciéon de glucosa, rendimiento y producciéon de etanol, y maximo
numero de UFC/ml en procesos de SFS con 10% (p/v) de celulosa cristalina Sigmacell 50 y
diferentes cargas de enzima (5-35 UPF/g sustrato).

10% p/v Sigmacell 50
5 UPF/g 15 UPF/g 25 UPF/g 35 UPF/g
sustrato sustrato sustrato sustrato
Glucosa max. (g/l)® 2.4 6.8 11,5 12,9
UFC/ml max. 2,2 x10® 1,3 x10® 0,8 x10® 0,5 x10®
EtOH max. (g/l) 25,9 339 347 33,6
Rto gion/c (g/g)? 0,27 0,35 0,36 0,35

(1) La concentracion maxima de glucosa fue detectada entre las 2-4 h, en la fase inicial de
crecimiento del microorganismo.

(2) Rendimiento de etanol calculado como el etanol producido por los gramos de glucosa disponible
en la celulosa cristalina Sigmacell 50.

Asi pues, debido al efecto negativo que los conservantes presentes en las
preparaciones enzimaticas pueden tener sobre la viabilidad celular, entendiendo que
existen dosis de enzimas por encima de las cuales no aumenta la produccion de etanol y
considerando el elevado coste de produccion de las enzimas, es necesario determinar las
dosis minimas de enzima con las que puedan obtenerse buenos rendimientos para cada
configuraciéon de proceso. Para los experimentos posteriores de SFS/SCFS se eligi6é una
dosis de enzima de 15 UPF/g celulosa ya que dosis mayores no implicaron mejoras en
las concentraciones de etanol. Ademas, esta dosis se encontraba dentro del rango de las

empleadas para otros materiales lignoceluldsicos (Linde y col., 2007; Ruiz y col., 2006).

En los procesos de SFS no se acumulan los productos de hidrolisis, por lo que en
principio se pueden emplear altas cargas de sustrato que conducen a mayores
concentraciones de etanol. No obstante, en un proceso convencional de SFS el
contenido inicial de sustrato suele estar limitado debido a la falta de fluidez de las
mezclas del material pretratado y el agua, lo cual crea problemas de mezcla y difusion
en el reactor haciendo el medio dificil de homogeneizar. Una alternativa para superar

los problemas causados por la alta viscosidad del medio, sobre todo en las primeras
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horas de proceso, es realizar una etapa previa de prehidrolisis o presacarificacion. La
prehidrolisis, en la que las enzimas actuan hidrolizando el sustrato antes de la
inoculacién con las levaduras, hace el medio mas fluido y més facil de manejar,
permitiendo utilizar cargas de sustrato mas elevadas. En todos los experimentos de SFS
con el RSI lavado se realizd una etapa previa de prehidrélisis a 50 °C ya que es la
temperatura Optima de las celulasas empleadas. La duracién de la presacarificacion se
fij6 en 8 h de acuerdo a estudios previos, ya que etapas de presacarificacion mas largas
(entre 16-24 h) resultan en una disminucién de los rendimientos de etanol (Ohgren y
col., 2007). La desactivacion de las celulasas es dependiente del tiempo y la temperatura.
Por ello, en procesos de SFS precedidos de prehidrodlisis largas donde las enzimas estan
sometidas a temperaturas altas durante largos periodos de tiempo, pueden producirse

fenomenos de desactivacion enzimatica (Ohgren y col., 2007; Tengborg y col., 2001).

Como se ha comentado con anterioridad, el microorganismo mas cominmente
utilizado en procesos de fermentacién alcohdlica es S. cerevisiae debido a su alta
tolerancia al etanol, a los toxicos producidos en el pretratamiento y a que presenta
rendimientos de etanol cercanos al maximo teorico (0,51 g/g). Asi pues, se utilizo la
cepa industrial S. cerevisiae Red Star en procesos de SFS a 32 °C con el RSI lavado de
paja de trigo pretratada y una carga inicial de sustrato de 10% (p/v) (articulo I). Las
dosis enzimaticas empleadas en todos los experimentos de SFS fueron de 15 UPF/g de
celulosa en el caso del coctel de celulasas (Celluclast 1.5 L FG) y 15 Ul/g celulosa de -
glucosidasa (NS50010), que como se ha comentado con anterioridad se encuentran en el
rango de las empleadas para otros materiales lignocelulésicos (Linde y col., 2007; Ruiz

y col., 2006).

Puesto que la produccion del indculo puede suponer alrededor de 5% del coste
total de la SFS (Galbe y Zacchi, 2002), una disminucién del tamafio del mismo
implicaria también una disminucion en el coste de proceso. El tamafio de indculo en
todos los ensayos de SFS se fijo en 1 g/l de peso seco de levaduras, siendo éste
considerado un volumen de indculo relativamente bajo y dentro del rango (1-2 g/l) por
encima del cual no existe una relacion positiva entre tamafio de indculo y rendimiento

de etanol (Olofsson y col., 2008b).
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Cabe destacar, que el RSI obtenido tras el pretratamiento en el articulo I fue
sometido a un secado previo a la SFS durante 90 h a 50 °C. El proceso de secado puede
originar una alteracion de la estructura de los poros del material pretratado,
disminuyendo la susceptibilidad del material al ataque enzimatico y reduciendo asi los
rendimientos de SFS (Esteghlalian y col., 2001; Hendriks y Zeeman, 2009). Por ello, el

RSI sin secar fue empleado en todos los procesos de SFS posteriores.

El perfil de SFS con S. cerevisiae Red Star y 10% (p/v) de RSI a lo largo de 120
h se muestra en la figura 4.4. Como se puede observar, la concentracion de glucosa en el
momento de inoculaciéon fue de aproximadamente 10 g/l debido a la accion de las
enzimas durante la prehidrolisis. La glucosa fue rapidamente consumida por la levadura
durante las primeras 10 h de proceso lo que se vio reflejado en un aumento rapido de la
produccion de etanol, alcanzandose alrededor de 8 g/l, que correspondian a un 70% del
total. No obstante, debido a la incapacidad de fermentar xilosa por parte de S. cerevisiae
Red Star la concentracion de xilosa permanecid constante a lo largo de todo el proceso,
siendo la concentracion final de aproximadamente 3,5 g/l. Aunque se observo un
marcado aumento en la produccion de etanol durante las primeras 20 h de proceso la
concentracion de etanol maxima (11,2 g/l) se alcanzo6 entre las 30-40 h, coincidiendo

con un descenso de la tasa de HE en el proceso de SFS (Sun y Cheng, 2002).
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Figura 4.4. Proceso de SFS con S. cerevisiae Red Star y carga inicial de sustrato de 10% (p/v) de
RSI. Simbolos: (m) etanol; (®) glucosa y (A) xilosa.
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Puesto que la levadura S. cerevisiae (mas cominmente utilizada en los procesos
industriales de fermentacion) tiene una temperatura 6ptima de fermentacion por debajo
de la optima de HE, el uso de levaduras termotolerantes como K. marxianus aparece
como una alternativa muy interesante para mejorar los rendimientos globales del
proceso de SFS. La cepa K. marxianus CECT 10875 empleada en la presente Tesis
Doctoral fue obtenida en los laboratorios del CIEMAT mediante mutagénesis quimica y
seleccion (Ballesteros, 2000), y se ha mostrado como una opcién muy prometedora en
procesos de SFS a partir de diferentes materiales lignocelulésicos (Ballesteros y col.,
1998; Ballesteros y col., 2001; Ballesteros y col., 2004). En ese contexto y con el fin de
comparar con los resultados obtenidos en SFS a temperaturas mas bajas (32 °C), se
realizaron ensayos de SFS a 42 °C con K. marxianus CECT 10875 con 10% (p/v) de
RSI lavado de paja de trigo pretratada (articulo IV). Como se coment6 anteriormente,
el volumen de indculo y las dosis de enzima fueron de 1 g/l y 15 UPF/g celulosa y 15

Ul/g celulosa, respectivamente.

Al realizarse la SFS a 42 °C con K. marxianus se obtuvieron 22,2 g/l de etanol
con un rendimiento del 0,28 que corresponde a un 58% del teorico. Por el contrario,
como se observo en la figura 4.4, en el caso de emplear S. cerevisiae Red Star la
concentracion de etanol méaxima fue de 11,2 g/l que suponia aproximadamente un 40%
del tedrico con un rendimiento del 0,22. Ambos rendimientos en etanol se calcularon
teniendo en cuenta la glucosa presente en el material pretratado. El porcentaje del
tedrico se calculd asumiendo una conversion de celulosa en glucosa durante la HE del

100% y una conversion de glucosa a etanol maxima de 0,51 g/g.

Durante las primeras 24 h de SFS a 32 °C con el RSI se obtuvo el 90% de la
produccion final de etanol con una productividad volumétrica de 0,42 g/lh. La
productividad volumétrica, entendida como los g/l de etanol producidos a las 24 h, fue
también mayor al emplear K. marxianus debido a la mayor tasa de HE al emplear
temperaturas mas altas. La productividad volumétrica es un valor a tener en cuenta
durante los procesos de produccion de etanol, ya que el tiempo necesario para alcanzar
altos rendimientos en etanol puede variar de un proceso a otro. Serd mds rentable

econdmicamente aquel proceso en el que se alcancen mayores concentraciones de
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etanol en el menor tiempo, es decir, aquel que muestre productividades volumétricas

mas altas.

Para producir altas concentraciones de etanol son necesarias altas cargas de
sustrato iniciales en la SFS que impliquen mayor concentraciéon de azucares
fermentables. Teniendo en cuenta el contenido medio en glucosa de los materiales
lignoceluldsicos generalmente empleados en los procesos de SFS, seran necesarias
cargas de sustrato de entre 14-15% para asegurar concentraciones de etanol cercanas al
4% (p/p), considerada esta concentracion como punto de referencia para una destilacion
econdmicamente viable (Ballesteros y col., 2004; Wingren y col., 2003). En ese
contexto, con el fin de obtener mayores concentraciones de etanol, se realizaron

procesos de SFS con K. marxianus CECT 10875 y mayores cargas de sustrato.

Los resultados comparativos de los diferentes estudios de SFS con RSI lavado
de paja de trigo pretratada por EV al emplear S. cerevisiae Red Star y K. marxianus

CECT 10875 se resumen en la tabla 4.4.

Tabla 4.4. Concentracién de etanol, rendimientos y productividades volumétricas en
diferentes procesos de SFS con el RSI lavado obtenido tras el pretratamiento de la paja de trigo por

EV.

Articulo I Articulo IV
Microorganismo S. cerevisiae K. marxianus CECT 10875

Red Star
Temperatura de SFS 32°C 42 °C
Carga sustrato 10% (p/v) 10% (p/v) | 12% (p/v) | 14% (p/v)
Rt0 1 onc 0,20 0,28 0,29 0,27
Qkrconean) 0,42 0,88 1,14 1,15
Etanol maximo (g/1) 11,2 22,2 27,6 30,2

Como se observa en la tabla 4.4, al emplear K. marxianus CECT 10875 se
obtuvieron 22,2, 27,6 y 30,2 g/l de etanol con 10, 12 y 14% (p/v) de RSI,
respectivamente, con un rendimiento en etanol basado en la glucosa presente en el

material pretratado muy similar en todos los casos (0,27-0,29).
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La mayor concentracion de etanol (30,2 g/l) en un proceso de SFS con el RSI
lavado se obtuvo al usar K. marxianus CECT 10875 como microorganismo fermentador
y un 14% (p/v) de carga inicial de sustrato. Esta concentracion de etanol supuso un
rendimiento del 54% del tedrico basado en la glucosa presente en el material pretratado
y asumiendo el rendimiento maximo teérico de conversion de glucosa a etanol (0,51
g/g). No obstante, teniendo en cuenta los rendimientos de etanol para K. marxianus
CECT 10875 obtenidos de forma experimental (0,45 g/g) en el articulo IV, los
rendimientos sobre el tedrico fueron de 62, 64 y 61%, con 10, 12 y 14% (p/v) de carga

de sustrato, respectivamente.

Con el fin de mejorar los rendimientos en etanol del proceso se realizdé un
ensayo de SFS utilizando K. marxianus CECT 10875 en el que el sustrato se anadio
mediante pulsos. Los procesos de SFS con adicion de sustrato por pulsos (semicontinuo)
pueden mejorar los rendimientos de sacarificacion, ya que se minimiza la acumulacion
de la glucosa en el medio reduciendo asi la inhibicidén por producto final (Laopaiboon y
col., 2007; Rudolf y col., 2005). Las cargas de sustrato iniciales en la SFS en
semicontinuo fueron de 10-12% (p/v). Se afiadieron pulsos de 2% o 4% (p/v) de RSI a
diferentes tiempos (12, 24 y 40 h) hasta alcanzar los 14% (p/v). Como se puede
observar en la figura 4.5, todas las SFS siguieron un perfil similar alcanzandose
concentraciones de etanol alrededor de 25 g/l a las 12 h lo que corresponderia a
productividades volumétricas de etanol de 2 g/lh. Las productividades volumétricas
fueron ligeramente superiores cuando se emple6 el 12% (p/v) como carga de sustrato
inicial. La concentracion mas alta de etanol (36,2 g/l) correspondi6 al 73% del tedrico
asumiendo los rendimientos de etanol obtenidos experimentalmente (0,45 g/g) y se
consiguid con una carga inicial de RSI del 10% (p/v) y una unica adicion de 4% (p/v) a
las 12 h de proceso. La mayor concentracion de etanol en procesos de SFS con adicion
de pulsos a tiempos mas cortos fue observada previamente por otros autores a partir de
materiales lignoceluldsicos pretratados por EV (Olofsson, 2008a; Rudolf y col., 2005).
Esto puede ser debido a la pérdida de estabilidad celular a lo largo del proceso de SFS

debido a que el metabolismo celular sea menos eficiente hacia el final del proceso.

La concentracion maxima de 36,2 g/l significé un incremento de un 20% en la
produccion de etanol en comparacion con la SFS convencional con un 14% de RSI

(tabla 4.4). Esta concentracion se encuentra muy proxima al 4% (p/p) considerado punto
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de referencia para una destilacion viable economicamente (Ballesteros y col., 2004;
Wingren y col., 2003). El rendimiento de etanol teniendo en cuenta la glucosa del
material pretratado aument6 de 0,27 a 0,33 en la SFS semicontinua, lo que se tradujo en

un aumento del porcentaje del tedrico de 61% a 73% (asumiendo el rendimiento de 0,45

g/g).
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Figura 4.5. Producciéon de etanol en procesos de SFS con carga inicial de sustrato de 10% y 12%
(p/v) de RSI y adicién de sustrato por pulsos. Los simbolos para las diferentes configuraciones son
los siguientes: (@) 10% + 2%(12h) + 2%(40h); (©) 10% + 2%(24h) + 2% (40h); (=) 10% + 4%(12h);
(0) 10% + 4%(24h); (¢) 12% + 2%(12h); y (0) 12% + 2%(40h).

4.3. SACARIFICACION Y COFERMENTACION
SIMULTANEAS

Actualmente, las plantas industriales de produccion de etanol de primera
generacion (basadas en biomasa azucarada y amildcea) utilizan exclusivamente S.
cerevisiae como microorganismo fermentador ya que presenta rendimientos en etanol
cercanos al maximo teorico y alta tolerancia al etanol (Wheals y col., 1999). El mayor
inconveniente de usar S. cerevisiae en la obtencion de etanol a partir de lignocelulosa es

su incapacidad de fermentar las pentosas a etanol.
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Cuando se emplea la biomasa lignocelulésica como materia prima en los
procesos de produccion de bioetanol de segunda generacion, la utilizacion completa de
todos los azucares es uno de los requisitos para hacer que el proceso sea competitivo
econdmicamente (Galbe y Zacchi, 2002). Esto significa que todos los azlcares
presentes en la celulosa y hemicelulosa deben ser convertidos a etanol y que en el caso
de utilizar el MPC, los microorganismos deben realizar dicha conversion de forma
eficiente en presencia de los productos toxicos generados durante el pretratamiento. El
empleo de materiales como la paja de trigo, que puede contener hasta un 30% de
hemicelulosas (principalmente xilosa) en su composiciéon, hace necesaria una
cofermentacion eficiente de la xilosa y la glucosa para aumentar la rentabilidad del

proceso.

Puesto que las cepas salvajes de S. cerevisiae no son capaces de transformar la
xilosa presente en los materiales lignoceluldsicos a etanol, durante los tltimos afios se
han realizado numerosas investigaciones utilizando la ingenieria genética para obtener
levaduras capaces de cofermentar la xilosa y la glucosa de forma eficiente (Hahn-
Hagerdal y col., 2007; Van Vleet y Jeffries, 2009). Entre las diferentes estrategias para
desarrollar una cepa recombinante de S. cerevisiae capaz de cofermentar xilosa y
glucosa destacan: 1) la introduccion de los genes XYLI y XYL2 que codifican para la
xilosa reductasa (XR) y xilitol deshidrogenada (XDH) de levaduras fermentadoras de
xilosa y, 2) la introduccion del gen que codifica para la xilosa isomerasa (XI) presente

en bacterias y algunos hongos (Jeffries, 2006; Hahn-Hagerdal y col., 2007).

La cepa fermentadora de pentosas empleada en esta Tesis Doctoral es S.
cerevisiae F12 [S. cerevisiae F HIS3::YIploxZEO XR/XDH/XK]. S. cerevisiae F12 es
una cepa industrial modificada genéticamente mediante la introduccion de los genes de
la XR y XDH de P. stipitis. La introduccion de ambos genes va acompafiada de la
sobreexpresion del gen endogeno que codifica para la xilulokinasa (XK). Esta levadura
ha sido utilizada previamente para la produccion de etanol a partir de residuos del grano
de trigo (Olsson y col., 2006) y se ha mostrado altamente tolerante a los productos de
degradacion generados durante el pretratamiento de paja de trigo (Panagiotou y Olsson,

2007).
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4.3.1. Cofermentacion de la glucosa y la xilosa en los
prehidrolizados

La configuracion mas empleada hasta el momento en el proceso de produccion
de etanol a partir de lignocelulosa consiste en la separacion de la fraccion liquida y
solida del material pretratado seguida de una HFS o SFS del RSI lavado (Palmqvist y
col., 1996). En este caso, la fraccion liquida o prehidrolizado, que contiene la mayor
parte de los azlicares hemiceluldsicos, podria ser fermentada por microorganismos
fermentadores de xilosa. Debido a que los productos toxicos generados en el
pretratamiento también se encuentran solubilizados en el prehidrolizado seria necesario

el empleo de levaduras que presenten una elevada tolerancia a los inhibidores.

En el articulo I se realizd la fermentacion del prehidrolizado obtenido tras la
filtracion de la paja de trigo pretratada por EV a 210 °C durante 5 min con S. cerevisiae
F12. El prehidrolizado fue diluido hasta un 10% (p/v) de solidos insolubles, con una
concentracion inicial de glucosa y xilosa de 4,2 g/l y 18,3 g/l, respectivamente. Los
azucares presentes en la fraccion liquida se encontraron mayoritariamente en forma de
oligomeros, por lo que fue necesario un paso previo de post-hidrélisis acida (4% (v/v)
H,S04, 120 °C y 30 min) para obtener los azlicares en su forma monomérica y hacerlos
asi disponibles para el microorganismo. En la figura 4.6 est4 representado el consumo
de azucares y la produccion de etanol durante 50 h de fermentacion del prehidrolizado a
32 °C, pH 5,0 y con 1 g/l de volumen de in6culo. Como se observa en la figura, la
glucosa presente en el medio (4,2 g/l) fue consumida en su totalidad durante las
primeras 18-20 h de proceso. Sin embargo, todavia quedaban en el medio 13,6 g/l de
xilosa residual tras 50 h de fermentacién. Cabe mencionar, que los productos toxicos
presentes en el medio de fermentacion (furfural, HMF, acido acético, acido formico,
acido cumadrico...) afectan al metabolismo de las levaduras de manera significativa
reduciendo la tasa de consumo de los azlcares (Taherzadeh y col., 2000b). A pesar de
que la concentracion de inhibidores retrasa el consumo de azlicares y el crecimiento, al
emplear S. cerevisiae F12 el rendimiento de etanol sobre los azlicares consumidos fue
de 0,37 g/g que puede considerarse relativamente alto. Rendimientos similares fueron
obtenidos por la cepa recombinante S. cerevisiae 424A al fermentar diferentes

prehidrolizados lignoceluldsicos (Sedlack y Ho, 2004). No obstante, aunque la glucosa
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fue consumida en su totalidad, la baja asimilacion de xilosa (s6lo se consumieron

aproximadamente 5 g/I) resultd en una concentracion de etanol de 3,3 g/l.

El analisis de los inhibidores presentes en el medio tras la fermentaciéon mostro
que el furfural y el HMF fueron completamente metabolizados por la levadura y no se
detectaron tras 50 h de fermentacion. La completa asimilacion de estos aldehidos, que
provoca una prolongacién de la fase de latencia es necesaria para que comience la
produccion de etanol (Almeida y col., 2007; Liu y col., 2004). Tras la fermentacion no

se observd disminucion en la concentracion del resto de compuestos toxicos.
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Figura 4.6. Fermentacion del prehidrolizado (correspondiente a un material pretratado completo
con un 10% p/v de RSI) obtenido a partir de paja de trigo pretratada por explosion por vapor con

8. cerevisiae F12. Simbolos: (W) etanol; (A) glucosa y (®) xilosa.

Cabe destacar, que cuando las levaduras fermentadoras de pentosas crecen en
condiciones limitantes de oxigeno, el crecimiento es mas lento, la tasa de produccion de
etanol disminuye y se suele observar un aumento en la produccion de xilitol. La
produccion de xilitol supone una de las limitaciones més importante en las levaduras
que contienen los genes XYLI y XYL2 que codifican para la XR y XDH,

respectivamente. Uno de los principales problemas se atribuye al hecho de que la XR de
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P. stipitis puede emplear NADPH y NADH como cofactores mientras que la XDH usa
exclusivamente NAD" (Olsson y Nielsen, 2000). Las diferentes preferencias por los
cofactores resultan en un desequilibrio del balance redox de NAD'/NADH (Aristidou y
Penttila, 2000). Asi pues, mediante la excrecion de xilitol se regenera el NAD', ya que
el NADH no puede ser suficientemente reoxidado a NAD" bajo condiciones limitantes

de oxigeno (Meinander y col., 1999).

Puesto que la produccion de xilitol supone una disminucion del rendimiento de
produccion de etanol a partir de la xilosa, cabe destacar que durante la fermentacion del
prehidrolizado no se observo produccion de xilitol. El descenso en la produccion de
xilitol en fermentaciones de prehidrolizados lignoceluldsicos puede deberse a la
presencia de algunas sustancias como las cetonas o aldehidos que actuan como
aceptores externos de electrones. Este hecho conlleva una reduccion de la formacion de
xilitol aportando el NAD" necesario para la reaccion de la XDH y redirigiendo la
formacion de producto hacia el etanol (Karhumaa y col., 2007, Wahlbom y Hahn-
Hagerdal, 2002). S. cerevisiae reduce el furfural y el HMF a alcohol furfurilico y
alcohol 5-hidroximetilfurfurilico, respectivamente (Taherzadeh y col., 2000b). Durante
la reduccién del furfural el NADH es oxidado a NAD" y este aporte de NAD", que esta
disponible para la XDH, redirige la reaccion hacia la produccion de etanol a expensas
de la formacion de xilitol (Wahlbom y Hahn-Hégerdal, 2002). Por consiguiente, la
presencia de furfural en los prehidrolizados puede contribuir a aumentar el rendimiento
en etanol a partir de la xilosa. La reduccion del HMF no afecta la formacion de xilitol ya

que necesita NADPH en lugar de NADH como cofactor.

4.3.2. Procesos de SCFS a partir del RSI

Aunque la mayor parte de la hemicelulosa se solubiliza durante el pretratamiento
de EV, en el RSI siempre permanece una fraccion residual de hemicelulosa que es
liberada durante la etapa de HE por la accion de las celulasas (Garcia-Aparicio y col.,
2006; Serensen y col., 2005). Por ello, durante la SFS del RSI también se libera xilosa
procedente de la fraccion hemiceluldsica que puede ser transformada a etanol en un

proceso de sacarificacion y cofermentacion simultanea (SCFS) si se utiliza una levadura

78



4. DISCUSION CONJUNTA DE LOS RESULTADOS

fermentadora de pentosas. En la figura 4.7 se representa un proceso de SCFS con S.
cerevisiae F12 a partir del RSI lavado (articulo I). Las condiciones fueron las mismas
que en el proceso de SFS con S. cerevisiae Red Star es decir, una carga de RSI al 10%
(p/v), una dosis de celulasas de 15 UPF/g de celulosa y 15 Ul/g celulosa de B-
glucosidasa y un volumen de ino6culo de 1 g/l. La SCFS fue llevada a cabo a 32 °C y pH
5,0 durante 120 h.
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Figura 4.7. Proceso de SCFS con S. cerevisiae F12 y carga inicial de sustrato de 10% (p/v) de RSI
lavado. Simbolos: (H) etanol; (®) glucosa y (A) xilosa.

El proceso de SCFS fue precedido también por una etapa previa de
presacarificacion de 8 h, por lo que parte de la glucosa y la xilosa se encontraba
solubilizada en el momento de la inoculacién del medio con las levaduras. La glucosa
fue rapidamente consumida por S. cerevisiae F12 durante las primeras 8 h de proceso y
la xilosa liberada por la accion del complejo enzimatico fue consumida practicamente
en su totalidad no detectandose en el medio a las 120 h, coincidiendo con la maxima
concentracion de etanol (15,2 g/l). Asi pues, utilizando la levadura fermentadora de
pentosas S. cerevisiae F12 se obtuvo un 25% mas de etanol que con S. cerevisiae Red
Star en las mismas condiciones de proceso. Como serd comentado a continuacion, el

aumento en la produccion de etanol (de 11,2 a 15,2 g/l) no se debe exclusivamente al
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mayor consumo de xilosa libre (aproximadamente 4 g/l) (figuras 4.4 y 4.7). La
diferencia en la concentracion de etanol esta relacionada también con el aumento del
rendimiento en HE debido al continuo consumo de xilosa, ya que ésta ejerce un efecto

inhibitorio sobre las celulasas (Xiao y col., 2004).

4.3.3. Procesos de SFS y SCFS a partir del material
pretratado completo

Uno de los puntos clave para la integracion de proceso en la produccion de
etanol via enzimatica es la utilizacion en la SFS del material pretratado completo (MPC)
y no solo el RSI. Al emplear el MPC se evitan pérdidas de azlicares potencialmente
fermentables, se minimizan los volimenes de agua empleados y se reducen los costes
de proceso al evitar el paso de filtracion (Palmqvist y col., 1997). La utilizacion del
MPC a alta carga de solidos es uno de los requisitos para hacer los procesos de
produccion de etanol a partir de biomasa econdmicamente rentables (Galbe y Zacchi,
2002). Sin embargo, al emplear el MPC hay que tener en cuenta que una mayor
concentracion de sélidos iniciales implica también mayor concentracion de toxicos en el

medio de fermentacion, lo que supone una limitacién importante.

En la figura 4.8 se muestran los procesos de SFS y SCFS realizados con el MPC
obtenido tras la EV de la paja de trigo a 210 °C durante 5 min (articulo I). Ambos
procesos se llevaron a cabo con una carga inicial de MPC con un 10% (p/v) de solidos
insolubles. En el proceso de SFS se empled S. cerevisiae Red Star que no posee la
capacidad de fermentar la xilosa. En el proceso de SCFS se utiliz6 S. cerevisiae F12
modificada por ingenieria genética para la utilizacion de la xilosa. Ambos experimentos
se realizaron durante 120 h a las mismas condiciones que cuando se empled el RSI
lavado como sustrato es decir, 32 °C, pH 5,0, 1 g/l de in6culo, 15 UPF/g de celulosa de
Celluclast 1.5 L FG y 15 Ul/g celulosa de B-glucosidasa NS50010.
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Figura 4.8. (A) Proceso de SFS con la cepa S. cerevisiae Red Star. (B) Proceso de SCFS con la cepa
S. cerevisiae F12. Ambos experimentos se llevaron a cabo con el MPC correspondiente a 10% (p/v)
de solidos insolubles. Simbolos: (@) glucosa, (m) xilosa y (A) etanol.

Como se observa en ambos casos, la concentracion de glucosa en el medio fue

de 17 g/l tras 8 h de presacarificacion. La glucosa fue rdpidamente consumida tras la
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inoculacién. El consumo de glucosa fue mas rapido al emplear S. cerevisiae F12 y tras
12 h no se detectd glucosa en el medio. En cambio, S. cerevisiae Red Star tardé 24 h en
consumir la glucosa libre en su totalidad. Esa mayor tasa de consumo de glucosa por
parte de S. cerevisiae F12, ademés de la capacidad de fermentar xilosa se tradujo en una
mayor productividad volumétrica de etanol (0,5 g/lh y 1,1 g/lh para S. cerevisiae Red

Star y S. cerevisiae F12, respectivamente) a las 12 h de proceso.

Como se muestra en la grafica 4.8, al emplear S. cerevisiae Red Star la
concentracion de xilosa permanecid constante durante todo el proceso, siendo de 11,4
g/l a las 120 h. La glucosa y la xilosa fueron cofermentadas por S. cerevisiae F12
alcanzando una concentracion final de etanol de 23,7 g/l lo que supuso un 30% mas de
produccion de etanol. La diferencia en la concentracion final de xilosa observada
(aproximadamente 8 g/l), al igual que ocurri6 al emplear el RSI lavado, no explicaria la
diferencia en etanol de 7 g/l entre el proceso de SFS y SCFS. Es decir, la eliminacion
continua de la xilosa del medio durante la SCFS implicaria un aumento de los
rendimientos en hidrolisis enzimatica tanto en xilosa como en glucosa ya que se reduce
la inhibicidn de producto final que ejerce la xilosa sobre las enzimas. La inhibicién por
producto final de los azlicares hemiceluldsicos sobre las celulasas fue demostrada
previamente en procesos de HE de maderas blandas (Xiao y col., 2004). No obstante,
los mecanismos de inhibicion de los azicares hemiceluldsicos sobre las celulasas no

estan todavia aclarados.

Al emplear el MPC en el proceso de SCFS ademads de alcanzarse un 30% mas de
etanol que en la SFS se obtuvo una mayor concentracion de etanol que al realizar la
fermentacion del prehidrolizado (3,3 g/l) y la SCFS del RSI (15,2 g/l) por separado. Es
decir, al emplear la levadura fermentadora de pentosas S. cerevisiae F12 es mas
interesante utilizar el MPC, no so6lo por evitar el paso de filtracién, con el ahorro
economico que ello supone, sino porque se obtienen mayores rendimientos de etanol

que al fermentar las dos fracciones por separado.
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4.4. COMPARACION DEL PROCESO DE HFS Y SFS/SCFS

Con el fin de comparar el proceso de hidrolisis y fermentacion por separado
(HFS) con la sacarificacion y fermentacion simultaneas (SFS) y la sacarificacion y
cofermentacion simultdneas (SCFS) se llevaron a cabo hidrolisis enzimaticas del RSI y
del MPC. La concentracion de etanol en los procesos de HFS se estimd realizando los
experimentos de HE a las mismas condiciones que las SFS/SCFS, es decir, la carga
enzimatica fue de 15 UPF/g de celulosa de Celluclast 1.5 L FG y 15 Ul/g celulosa de -
glucosidasa (NS50010). Se realizé una presacarificacion de 8 h a 50 °C tras la que se
redujo la temperatura a 32 °C para realizar la hidrolisis durante 120 h. Un vez
determinadas la glucosa y xilosa liberadas durante la HE se estim6 la concentracion de
etanol asumiendo los rendimientos a partir de la glucosa y xilosa (0,46 g/g y 0,26 g/g,
respectivamente) obtenidos experimentalmente por Sonderegger y col. (2004) para la

levadura recombinante S. cerevisiae F12.

Como se observa en la figura 4.9 durante la prehidroélisis se liberaron 4,4 g/l de
xilosa y 12,8 g/l de glucosa cuando se emple6 el RSI como sustrato. Con el MPC tras
las 8 h de prehidrolisis se detectaron en el medio 13,6 g/l y 20,1 g/l de xilosa y glucosa,
respectivamente. Al emplear el MPC, cabe esperar mayores concentraciones de
azucares tras la prehidrélisis debido a que también estan presentes los azucares

solubilizados durante el pretratamiento (4,2 g/l glucosa y 18,3 g/l xilosa).

Las concentraciones finales de glucosa y xilosa tras 120 h de HE del RSI fueron
de 23,9 g/l y 6,6 g/l, respectivamente. En el caso del MPC, las concentraciones fueron
de 37,5 g/l y 20,7 g/l. Como se coment6 en apartados anteriores, la solucién enzimatica
comercial Celluclast 1.5 L FG presenta basicamente actividad celulasa aunque también
produce una hidrolisis parcial de la fraccion hemiceluldsica del RSI (Garcia-Aparicio y
col., 2006; Serensen y col., 2005). Las concentraciones de glucosa y xilosa producidas
en la HE se utilizaron para calcular los rendimientos de etanol sobre azucares
consumidos durante la SFS/SCFS. Cabe destacar que estos rendimientos podrian estar
sobrestimados debido a que durante la SFS/SCFS los rendimientos de HE son mayores,

ya que el continuo consumo de los azlcares por el microorganismo minimiza la
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inhibicion por producto final sobre las celulasas. El rendimiento en glucosa durante la

HE fue aproximadamente de 42% y 58% al emplear el RSI y el MPC, respectivamente.

40
N
35+
30 1
En ]
= L
o
2
s
E
=
v
o
=
S
o
—0
0 I T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (h)

40

B)

(98] (98]
S |9,
| IR

[\
(9]
1

Concentracion (g/l)
—_ [\
[} ()

1 1 \ 1 1

10
5 4
0 T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (h)

Figura 4.9. Glucosa (e) y xilosa (m) liberada durante procesos de HE con (A) residuo solido
insoluble (10% p/v) (B) material pretratado completo (con 10% p/v de sélidos insolubles). Dosis
enzimatica: 15 UPF/g celulosa y 15 UI/ g celulosa.
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Aunque debido a la presencia de productos toxicos y a la mayor concentracion
de azucares solubles los rendimientos en HE suelen ser superiores sobre el RSI que
sobre el MPC, en estos ensayos se obtuvieron mayores rendimientos de sacarificacion
con el MPC. Esto puede deberse a que la fracciéon del RSI fue sometida a un proceso
previo de secado durante 90 h que puede dar lugar a una alteracion de la estructura de
los poros del material, disminuyendo la susceptibilidad al ataque enzimatico y
reduciendo asi los rendimientos en HE (Esteghlalian y col., 2001; Hendriks y Zeeman,

2009).

La tabla 4.5 muestra la glucosa y xilosa solubilizadas durante la HE, la
estimacion de la concentracion de etanol que podria obtenerse en un proceso de HFS y

la concentracion de etanol obtenida experimentalmente en los procesos de SFS y SCFS.

Tabla 4.5. Concentracion de etanol obtenida en los procesos de SFS y SCFS y valores
tedricos calculados para un proceso de HFS.

SCFEFS SFS
S. cerevisiae F12 S. cerevisiae Red Star
RSI MPC RSI MPC
Glucosa disponible tras HE (g/1) 23,9 37,5 23,9 37,5
Xilosa disponible tras HE (g/1) 6,6 20,7 - -
Concentracion de etanol obtenida
en el proceso SFS/SCFS (g/1) 15,2 23,7 11,2 16,8
Concentracion de etanol tedrica
en un proceso de HFS (g/1)" 12,7 22,6 110 17.2

" Calculados en base a los aziicares liberados durante la HE y asumiendo los rendimientos de
etanol a partir de la glucosa y xilosa obtenidos experimentalmente para S. cerevisiae F12 [0,46 g/gy 0.26
g/g, respectivamente (Sonderegger y col., 2004)].

Para estimar la concentracion de etanol producida en el proceso de HFS con S.
cerevisiae Red Star se asumi6 el rendimiento de etanol a partir de la glucosa para S.
cerevisiae F12 de 0,46 g/g (Sonderegger y col., 2004). Como se indica en la tabla 4.5,
no hay grandes diferencias en la produccion de etanol a partir del RSI lavado o el MPC

entre el proceso de HFS y SFS con S. cerevisiae Red Star.

Como se ha comentado con anterioridad, el RSI utilizado en estos experimentos

se seco a 50 °C durante 90 h. Esto ha podido afectar los rendimientos de HE reduciendo
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la liberacion de glucosa. Un rendimiento mayor de HE con el RSI humedo implicaria
una mayor liberacion de azucares en el medio y por consiguiente una mayor inhibicion
por producto final. En este caso, se observarian diferencias mayores en la produccion de

etanol al comparar la HFS con la SFS y SCFS.

Al emplear S. cerevisiae F12 en un proceso de SCFS, se obtuvo un incremento
de etanol del 16,4% y 4,6% con el RSI y el MPC, respectivamente. La mejora en la
produccion de etanol con S. cerevisiae F12 en un proceso de SCFS en comparacion con
la HFS fue observada previamente con residuos de grano de trigo (Olsson y col., 2006).
Este aumento en la produccion de etanol podria deberse a que, puesto que la xilosa
también produce inhibicioén por producto final sobre las celulasas, un consumo continuo
de la misma favoreceria la HE. Ademads, experimentos previos de cofermentacion de
glucosa y xilosa con S. cerevisiae demostraron que concentraciones bajas de glucosa en
el medio estimulaban el consumo de xilosa (Ohgren y col., 2006b; Souto-Maior y col.,
2009). Esto podria ser debido a que la presencia de glucosa promueve la sintesis de
mayor numero de enzimas glicoliticas lo que favorece el consumo y fermentacion de la
xilosa (Meinander y Hahn-Héagerdal, 1997). Es decir, en un proceso de SCFS en el que
la concentracion de glucosa se mantiene en niveles bajos, se estimula la fermentacion de

la xilosa sin inhibir el transporte de la misma (Margeot y col., 2009).

En todos los casos, la SFS o la SCFS implican mayor productividad volumétrica
debido a que la maxima concentracion de etanol se alcanza antes. Resultados similares
se obtuvieron al comparar procesos de HFS y SFS a partir de paja de trigo y madera de
alamo, ambas pretratadas por EV, en los que los procesos de SFS siempre dieron lugar a
mayores productividades volumétricas de etanol (Alfani y col., 2000; Cantarella y col.,
2004). Asi pues, los procesos de SFS/SCFS deben ser considerados como la mejor
opcidn ya que permiten obtener mayores rendimientos globales, reducen el tiempo total

de proceso y facilitan una mayor integracion de todas las etapas de proceso.
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4.5. OBTENCION DE UNA LEVADURA CON ELEVADA
TOLERANCIA A LOS TOXICOS Y EFICIENTE CONSUMO
DE XILOSA

Si se dispone de levaduras fermentadoras de xilosa, una de las configuraciones
con una mayor integracion de todas las etapas de proceso consiste en emplear el MPC
en una SCFS. En ese caso, los productos de degradacion originados en el pretratamiento
solubilizados en la fraccion liquida o prehidrolizado que estan presentes en el medio de
fermentacion, ademas de afectar el crecimiento celular, pueden reducir el consumo tanto
de glucosa como de xilosa, disminuyéndose asi la tasa de fermentacién y la
concentracion final de etanol (Almeida y Hahn-Héagerdal, 2009; Panagiotou y Olsson,

2007).

Con el fin de aumentar la tolerancia a los toxicos y mejorar el consumo de xilosa
de las cepas recombinantes de S. cerevisiae se han seguido diversas estrategias
(Almeida y Hahn-H&igerdal, 2009; Martin y col., 2007). Entre ellas destacan la
ingenieria genética, la mutagénesis y los métodos de seleccion natural como la
ingenieria evolutiva (Matsushika y col., 2009; Wahlbom y col., 2003). Esta tltima
consiste en adaptar el microorganismo a una determinada presion de seleccion para
conseguir un fenotipo deseado sin necesidad de conocer el gen relacionado con cada
funcion (Cakar y col., 2005; Chatterjee y Yuan, 2006). La ingenieria evolutiva se basa
en la posibilidad de seleccionar células con propiedades ventajosas bajo condiciones
que reflejen las caracteristicas de un proceso industrial, por ejemplo, diferentes fuentes
de carbono o la presencia de productos inhibidores. En ese contexto, se han realizado
diferentes estrategias de ingenieria evolutiva con cepas recombinantes de S. cerevisiae
para conseguir una eficiente fermentacion de la xilosa (Sonderegger y Sauer, 2003;
Wouter Wisselink y col., 2009). Ademas, la adaptacion mediante ingenieria evolutiva se
muestra como una alternativa prometedora para obtener microorganismos mas
tolerantes a los productos toxicos generados durante el pretratamiento de la biomasa

lignoceluldsica (Liu y col., 2005; Martin y col., 2007).
Con objeto de obtener una cepa de S. cerevisiae con mayor tolerancia a los

productos toxicos y mds eficiente en el consumo de xilosa, se someti6 a la cepa F12 a

un proceso de adaptacion mediante evolucion (articulo V). La adaptacion se desarrollo
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cultivando las células en medio liquido con prehidrolizados cada vez mas concentrados,
es decir, en concentraciones crecientes de los productos de degradacion como se
esquematiza en la figura 4.10. Cuando los microorganismos se crecen en medio liquido,
las células mas adaptadas a crecer en un determinado entorno evolucionan a lo largo del
tiempo y terminan desplazando a la poblaciéon original como consecuencia de la

adaptacion por seleccion (Sauer, 2001).

El prehidrolizado empleado para la adaptacion de la levadura se obtuvo tras la
filtracion de la paja de trigo pretratada con explosion por vapor a 210 °C durante 5 min.
Este prehidrolizado correspondia a un MPC con un 15,2% (p/p) de so6lidos insolubles y
fue diluido con agua destilada hasta 5, 6, 7, 8 y 9% (p/p) para realizar la adaptacion. El
proceso empez6 creciendo el microorganismo en un matraz con prehidrolizado diluido a
5%. Cada cultivo se crecid a 32 °C y pH 5,0 durante 48 h. Para que la concentracion de
azucares fuera la misma en todas las diluciones de prehidrolizado se afiadi6 la glucosa y
xilosa correspondientes en cada caso, hasta alcanzar la concentracion de azucares del

prehidrolizado sin diluir (15,6 g/l y 3,6 g/l de xilosa y glucosa, respectivamente).

Fe Fa Fa
0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml y
i > LRy —) |
Cepa 5% (p) 5% (@p) 6% (@p) 6% @P) 9% (p/p) Cepa
original evolucionada

Matraces con creciente presion de seleccién

Figura 4.10. Esquema de la estrategia de ingenieria evolutiva realizada en el presente trabajo.

4.5.1. Pruebas de fermentabilidad de los prehidrolizados

Con objeto de comprobar la eficacia que el proceso de ingenieria evolutiva tiene
en la obtencion de levaduras con mayor tolerancia a los toxicos y mejor produccion de
etanol a partir de xilosa, se realizaron diferentes pruebas de fermentabilidad con
prehidrolizados de paja de trigo (articulo V). Los prehidrolizados se obtuvieron tras
pretratar la paja de trigo a 200 °C y 210 °C durante 5 min y las composiciones de los

mismos se muestran en la tabla 4.2 (apartado 4.1.1.). Como se puede observar la
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concentracion de los productos tdxicos fue superior al pretratar a 210 °C, ya que un

aumento en la temperatura promueve una mayor concentracion de estos compuestos.

Los prehidrolizados obtenidos a 200 °C y 210 °C correspondian a MPCs con
16,6% y 15,2% (p/p) de solidos insolubles, respectivamente. Ambos prehidrolizados se
diluyeron hasta concentraciones con 4, 6 y 8% (p/p). La concentraciéon de xilosa y
glucosa se fij6 en 40 g/l y 10 g/l respectivamente, en todos los casos. Las
fermentaciones se realizaron en matraces durante 140 h en un agitador orbital a 150
r.p.m., 32 °C, pH 5,0 y un in6culo de 1 g/l. La cepa original y la adaptada fueron

comparadas respecto al consumo de azicares y a la produccion de etanol.

La figura 4.11 muestra el consumo de glucosa en las fermentaciones de ambos
prehidrolizados con la cepa original y la adaptada. Se observa que, cuando se utilizaron
prehidrolizados equivalentes a MPC con 4% y 6% de solidos insolubles, no hubo
diferencias significativas en el consumo de glucosa y ésta se agotd durante las primeras

12 h de proceso en todos los casos.

Al emplear prehidrolizados al 8% se observaron mayores diferencias entre la
cepa adaptada y la parental. En ese caso, al emplear el prehidrolizado obtenido a 200 °C
durante 5 min (con menor concentracion de toxicos), la cepa original consumié la
glucosa completamente tras 40 h, mientras que la cepa adaptada lo hizo tras 12 h (figura
4.11.A). A la misma dilucion (8%) el consumo de glucosa fue mucho maés lento cuando
se empleo el prehidrolizado obtenido a 210 °C. En este caso (figura 4.11.B), la glucosa
fue consumida completamente por la cepa adaptada tras 48 h de fermentacion, mientras
que a ese tiempo la concentracion de glucosa fue de aproximadamente 2 g/l al emplear
la cepa original. En ningtn caso detect6 glucosa residual a las 140 h de proceso. Estos
resultados demuestran que pese al efecto negativo que los productos de degradacion
tienen sobre el consumo de azlcares, el empleo de cepas adaptadas con mayor
tolerancia a los inhibidores, supone una tasa mayor de asimilacion de la glucosa.
Resultados similares se obtuvieron en fermentaciones con hidrolizados de bagazo de
cafia de azucar en los que la presencia de compuestos fendlicos, furaldehidos y acidos
alifaticos producian un retraso en el consumo de glucosa (Martin y col., 2007). En el

mismo estudio, al igual que ocurre en este caso con prehidrolizados de paja de trigo, la
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adaptacion de S. cerevisiae a los compuestos inhibidores presentes en el prehidrolizado

se tradujo en un consumo de glucosa mas rapido.
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Figura 4.11. Consumo de glucosa durante 140 h de fermentacion con prehidrolizados diluidos
obtenidos a (A) 200 °C y (B) 210 °C durante 5 min. Las diferentes diluciones de los prehidrolizados
se representan con (m) 4% (p/p); (A) 6% (p/p) y (¢) 8% (p/p) de RSI en el MPC. Las lineas
discontinuas con simbolos abiertos representan la cepa original. Las lineas continuas con los
simbolos cerrados representan la cepa adaptada.
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Durante las fermentaciones de los prehidrolizados se evalu6 también la
capacidad de las levaduras de consumir la xilosa. En la figura 4.12 se representa este
consumo de xilosa a las 140 h expresado como porcentaje del total de xilosa presente en
el medio (40 g/I). Como se observa en la grafica, la cepa adaptada mostré6 mayor

consumo de xilosa en todos los casos.

Como se ha comentado, no se detectaron grandes diferencias en el consumo de
glucosa a concentraciones de prehidrolizado de 4% y 6% entre la cepa original y la
adaptada (figura 4.11). Sin embargo, a estas concentraciones de prehidrolizado si se
observo un consumo de xilosa mas eficiente por parte de la cepa adaptada de S.

cerevisiae F12 (figura 4.12).

100%
90% -
80%
70% -
60% -
50%
40%
30% -
20%
10%

0%

200 °C — 5 min 210 °C — 5 min

% de consumo de xilosa

4% 6% 8% 4% 6% 8%

Figura 4.12. Consumo de xilosa tras 140 h de fermentacion de prehidrolizados obtenidos a 200 °C —
210 °C durante 5 min y diluidos hasta concentraciones que corresponderian a MPCs con 4%, 6% y
8% (p/p) sélidos insolubles. Las barras violetas indican la cepa evolucionada y las barras amarillas
la cepa original.

El mayor consumo de xilosa (85% de la xilosa potencial) se obtuvo al emplear la
cepa adaptada con el prehidrolizado con menor concentracion de productos toxicos (200
°C- 5 min) y diluido hasta 4% (p/p). Es destacable que la mayor diferencia en el

consumo de xilosa entre la cepa original y la adaptada se observo al emplear los
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prehidrolizados mas concentrados (8% p/p), siendo el incremento del 53% y 67% en el
prehidrolizado obtenido a 200 °C y 210 °C, respectivamente. Estos resultados
demostraron el éxito de aplicar la ingenieria evolutiva para conseguir microorganismos

que utilicen mas eficientemente la xilosa.

La tabla 4.6 muestra la concentracion final de etanol, la productividad
volumétrica, los rendimientos y la formacion de subproductos en cada una de las
pruebas de fermentabilidad. Como se observa en la tabla, el mayor consumo de xilosa
de la cepa adaptada se tradujo en mayores concentraciones finales de etanol como habia
sido previamente observado por Sonderegger y Sauer (2003). El consumo mas rapido de
la misma por parte de la cepa adaptada, se vio reflejado en mayores productividades
volumétricas. La mayor concentracion de etanol (13,1 g/I) se obtuvo con la cepa
adaptada y el prehidrolizado con menor cantidad de inhibidores (200 °C, 5 min y diluido
al 4%), coincidiendo también con el mayor consumo de xilosa (85%). Incluso al
emplear los prehidrolizados mas concentrados (8% p/p) la cepa adaptada mostro
incrementos en la concentracion final de etanol de 45% y 20% con el prehidrolizado
obtenido a 200 °C y 210 °C, respectivamente. No obstante, aunque no se detectaron
diferencias significativas entre los rendimientos de etanol sobre azucares consumidos, el
empleo de la cepa adaptada si mejoraria los rendimientos respecto a los azucares totales.
Por ejemplo, el rendimiento en etanol teniendo en cuenta la glucosa y la xilosa totales
(10 g/l y 40 g/1, respectivamente) aumentaria de 0,22 a 0,26 y de 0,16 a 0,24 al emplear
los prehidrolizados (diluidos al 4% p/p) obtenidos a 200 °C y 210 °C, respectivamente.

En todos los casos, el consumo y fermentacion mas eficiente de la glucosa y la
xilosa por parte de la cepa adaptada dio lugar a productividades volumétricas mas altas
por lo que, como ha sido comentado con anterioridad, es beneficioso desde un punto de
vista econdmico adaptar la cepa ya que daria lugar a una reduccion del tiempo total de

proceso.
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Tabla 4.6. Produccién, rendimientos, productividades volumétricas de etanol y formacion
de subproductos durante pruebas de fermentacion de los prehidrolizados con las cepas original y
adaptada de S. cerevisiae F12.

4% (p/p) de RSI

200 °C — 5 min'
6% (p/p) de RSI

8% (p/p) de RSI

original adaptada original adaptada original adaptada
XILITOL 49 (g/1) 2,40 4,34 0,90 2,12 - -
GLICEROL 4o(g/1) 0,80 1,05 0,87 1,06 0,18 0,78
ETANOL 1400 (g/1) 10,88 13,11 7,54 8,60 4,08 7,40
Qgtonz4n (g/1h) 0,21 0,24 0,17 0,21 0,10 0,20
Qgtonasn (g/1h) 0,15 0,18 0,11 0,13 <0,1 0,12
Yeonmac 0,30 0,30 0,29 0,29 0,23 0,25
210 °C - 5 min’
4% (p/p) de RSI 6% (p/p) de RSI 8% (p/p) de RSI
original adaptada original adaptada original  adaptada
XILITOL 49 (g/1) 0,49 2,12 0,49 1,29 - -
GLICEROL 4, (g/1) 0,70 1,05 0,88 1,09 0,16 1,10
ETANOL 140n(g/1) 7,87 11,84 5,98 9,23 4,00 5,09
Qgtonz4n (g/1h) 0,20 0,26 0,19 0,24 0,10 0,12
Qgtonasn (g/1h) 0,12 0,17 0,11 0,16 <0,1 <0,1
Yeomac 0,37 0,37 0,36 0,39 0,36 0,25

! Prehidrolizado correspondiente a un MPC con 16,6% de RSI y diluido con agua destilada hasta

4%, 6% and 8% (p/p) de RSIL

? Prehidrolizado correspondiente a un MPC con 15,2% de RSI y diluido con agua destilada hasta

4%, 6% and 8% (p/p) de RSI.

Rendimiento en etanol basado en gramos de aziicares consumidos (glucosa y xilosa) a las 140 h.

Como se observa en la tabla 4.6 la cepa adaptada produjo mayores

concentraciones de glicerol, indicando con ello un mayor crecimiento celular

directamente relacionado con una mayor tolerancia a los téxicos ya que éstos inhiben

también el crecimiento celular (Almeida y col., 2007). El glicerol es un metabolito

primario que se produce durante el crecimiento anaerdbico para mantener el balance

redox citosdlico (Bakker y col., 2001). La conversion anaerobica de la glucosa al etanol

. . . +
con S. cerevisiae tiene balance redox neutro ya que el NAD" es regenerado cuando se

produce el etanol. No obstante, durante la sintesis de material celular este balance
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neutro se ve afectado debido a que el NADH no puede ser regenerado a NAD". La
sintesis de glicerol mantiene un balance redox favorable ya que convierte el exceso de
NADH, el cual se genera durante la formacion de biomasa, a NAD" (Nissen y col.,,
1997). Es por ello que durante la fermentacion la cinética de produccion de glicerol
coincide con la del consumo de glucosa y formacion de biomasa (Zaldivar y col., 2005).
El rendimiento de glicerol sobre glucosa en un crecimiento anaerdbico de S. cerevisiae

es relativamente bajo (0,1 g/g) (Nissen y col., 1997; Sonderegger y col., 2004).

A pesar del considerable consumo de xilosa, en las pruebas de fermentabilidad
con los prehidrolizados se detectaron concentraciones de xilitol muy bajas (tabla 4.6).
Esto indica que en la fermentacion del prehidrolizado se favorecen las reacciones redox
que ayudan a mantener el desequilibrio que resulta de la fermentacion de la xilosa en las
levaduras con la ruta XR/XDH. Del mismo modo que ocurri6 en el articulo I al ser
fermentado el prehidrolizado por la cepa parental de S. cerevisiae F12, algunas
sustancias como las cetonas o aldehidos actian como aceptores de electrones
implicando una reduccion de la formacion de xilitol, aportando el NAD" necesario para
la reaccion de la XDH vy redirigiendo la formacion de producto hacia el etanol a

expensas de la sintesis de xilitol (Wahlbom y Hahn-Hégerdal, 2002).

Los inhibidores generados durante el pretratamiento de la biomasa
lignoceluldsica reducen la conversion, tanto de la glucosa como de la xilosa, en
procesos de fermentacion y disminuyen las productividades volumétricas de etanol
(Helle y col., 2003; Panagiotou y Olsson, 2007). No obstante, la adaptacion por
evolucioén se ha mostrado como una estrategia efectiva para aumentar la eficacia del
consumo y fermentacion de los azucares lo que se reflejard en mayores concentraciones
finales y productividades volumétricas de etanol (Keating y col., 2006; Martin y col.,

2007).

Aunque la cepa parental de S. cerevisiae F12 se habia mostrado con anterioridad
altamente tolerante a los productos inhibidores presentes el prehidrolizados
lignoceluldsicos (Panagiotou y Olsson, 2007; Sonderegger y col., 2004), la adaptacion
de la cepa origind una poblacion con mayor tolerancia a los toxicos, mayor tasa de
consumo de azlcares y mayores rendimientos y productividades volumétricas de etanol

en comparacion con la cepa original.
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4.5.2. Empleo de la cepa adaptada de S. cerevisiae F12 en
procesos de SCFS en semicontinuo con el MPC

Como se ha comentado a lo largo de la presente Tesis Doctoral, para que el
proceso de produccion de etanol a partir de lignocelulosa sea eficiente son necesarias
altas concentraciones de so6lidos iniciales junto con una eficaz integracion de las etapas
de proceso. En ese contexto, el mayor nivel de integracion de proceso seria emplear el
MPC en un proceso de SCFS. Para ello es necesaria la utilizacion de una levadura capaz
de fermentar tanto la glucosa como la xilosa y que presente elevada tolerancia a los

productos toxicos originados en el pretratamiento.

La energia necesaria para la etapa de destilacion es dependiente de la
concentracion de etanol. Para alcanzar concentraciones de etanol del 4% (p/p),
considerado punto de referencia para una destilacion viable econdmicamente (Wingren
y col., 2003), se requieren cargas de sustrato elevadas. El empleo de altas cargas de
sustrato lleva asociado problemas de fluidez del medio que impiden una distribucion
uniforme de las levaduras y las enzimas, asi como buen control del pH y la temperatura.
Para minimizar estos problemas pueden realizarse etapas previas como la
presacarificacion o configuraciones de proceso en las que se aflade el sustrato por pulsos
(semicontinuo). Si la SCFS se desarrolla de un modo semicontinuo las concentraciones
de glucosa a lo largo del proceso se mantienen en niveles bajos, previniéndose asi la

competencia de la glucosa y xilosa por los transportadores y favoreciéndose el consumo

de la xilosa (Olofsson y col., 2008a).

Con objeto de alcanzar altas cargas de sustrato (11,25% p/p de so6lidos insolubles)
y estudiar el efecto sobre el consumo de xilosa de la adicion de sustrato en semicontinuo,
se plantearon diferentes procesos de SCFS en semicontinuo a partir de paja de trigo
pretratada a 210 °C y 5 min. La carga inicial de sustrato fue MPC con un 6% (p/p) de
solidos insolubles y se afiadieron diferentes cargas de sustrato hasta alcanzar los 11,25%
(p/p). Al emplear el MPC como sustrato inicial estaban presentes en el medio también
los productos toxicos generados en el pretratamiento potencialmente inhibidores de las

levaduras y las enzimas.
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Como se comentd anteriormente, al emplear el prehidrolizado obtenido a 210
°C-5 min, concentraciones superiores a las correspondientes a 6% (p/p) de soélidos
insolubles provocaron un significativo efecto inhibitorio sobre el consumo de azucares
(figuras 4.11 y 4.12) y produccion de etanol (tabla 4.6). Para evitar esta inhibicion se
eligié una carga inicial de MPC del 6% de sdlidos insolubles y para la adicion de los

pulsos de sustrato se empled RSI lavado.

La cepa original S. cerevisiae F12 fue incapaz de fermentar este MPC al 6%
(p/p). Sin embargo, como se observa en la tabla 4.6, esta misma cepa fue capaz de
fermentar prehidrolizados a la misma concentracion (6%). Estos resultados indican que
para la misma concentracion de productos toxicos, el MPC tiene un efecto inhibitorio
mayor que el prehidrolizado. Resultados similares fueron observados por otros autores a
partir de madera de abeto, donde la levadura no era inhibida en fermentaciones del
prehidrolizado correspondientes a 10% (p/p) de so6lidos insolubles pero era totalmente
inhibida con MPC con la misma carga de sustrato (Stenberg y col., 2000). Estudios con
paja de cebada también mostraron buenos rendimientos de fermentacion y crecimiento
de S. cerevisiae en prehidrolizados correspondientes a 7,5% (p/p), mientras que la
levadura era altamente inhibida al emplear el MPC a la misma carga de sélidos

insolubles (Linde y col., 2007).

En el caso de la paja de trigo pretratada con EV a 220 °C y 2,5 min, se observo
un efecto similar al emplear K. marxianus CECT 10875. Como se presenta en el
articulo IV, K. marxianus CECT 10875 fue capaz de fermentar con buenos
rendimientos prehidrolizados provenientes de material pretratado con 5% de solidos
insolubles pero no fue capaz de fermentar MPC con la misma carga de sustrato. El
mayor efecto inhibitorio del MPC en comparacion con el prehidrolizado no puede
atribuirse a la baja disponibilidad de glucosa durante las primeras horas del proceso de
SFES ya que tras 8 h de prehidrdlisis se detectaron unos 5 g/l de glucosa disponibles para
el microorganismo. La mayor inhibicion al emplear el MPC podria deberse a que
ademds de estar sometida a los productos de degradacion, la presencia de sélidos
insolubles en el MPC ejerce un efecto de friccion sobre la levadura que afecta su
viabilidad. También podria sumarse el efecto inhibitorio de los conservantes afiadidos

para la estabilizacion del complejo enzimatico.
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En este contexto, la utilizacion de microorganismos adaptados a crecer en
medios con productos toxicos y alta carga de solidos insolubles es especialmente
necesaria cuando se emplea el MPC en procesos de SCFS. La cepa original de S.
cerevisiae F12 no fue capaz de utilizar el MPC en el proceso de SCFS a las condiciones
fijadas, sin embargo la cepa adaptada de S. cerevisiae F12 lo hizo con buenos
rendimientos. Como se ha observado, la cepa evolucionada presenta mas tolerancia a los

toxicos y un aprovechamiento més eficiente de la xilosa tras la adaptacion.

En la figura 4.13 se muestra el proceso de SCFS en semicontinuo llevado a cabo
con la cepa adaptada de S. cerevisiae F12. El proceso fue precedido por una etapa
previa de prehidrolisis durante 3 h a 50 °C. En este caso la prehidrdlisis fue mas corta
que en los experimentos anteriores debido a que la carga inicial de sustrato era mas baja.
La SCFS se desarroll6 durante 140 h a 32 °C, con pH 5,0 y con una dosis de indculo de
1 g/l. La carga de enzima fue de 15 UPF/g celulosa de celulasa (NS50013) y 15 Ul/g
celulosa de B-glucosidasa (NS50010). Con objeto de mantener una proporcion constante
de enzima y sustrato, junto con cada pulso de sustrato se afiadio la dosis correspondiente

de enzima. La adicion de los pulsos de RSI lavado tuvo lugar a las 24 y 48 h.

Azucares (g/)
Etanol (g/1)

Tiempo (h)

Figura 4.13. Proceso de SCFS en semicontinuo con la cepa adaptada de S. cerevisiae F12. Carga
inicial de MPC (correspondiente a 6% p/p de solidos insolubles) y adicion de RSI lavado a las 24 y
48 h (flecha roja) hasta alcanzar una carga de sustrato de 11,25% p/p. Simbolos: (®) etanol; (¢)

glucosa y (@) xilosa.
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Como se observa en la figura 4.13, después de la prehidroélisis el medio contenia
aproximadamente 5 g/l de glucosa y xilosa. Tras la adicion de los dos pulsos de sustrato
la glucosa libre en el medio fue consumida completamente a las 96 h de proceso
mientras que la xilosa no se consumi6 en su totalidad hasta las 140 h. La produccién
maxima de etanol fue 27,4 g/l lo que corresponderia a un rendimiento del 61% del
tedrico. Para calcular el porcentaje sobre el tedrico se asumieron rendimientos de etanol
sobre glucosa y xilosa del 0,51 g/g. No obstante, esta conversion del 0,51 g/g estaria
sobrestimada ya que los rendimientos de etanol son sustancialmente menores para la

xilosa que para la glucosa (Hahn-Hégerdal y col., 2007; Sonderegger y col., 2004).

Cabe destacar que en el proceso de SCFS con MPC (10% p/v) y la cepa original
de S. cerevisiae F12 el rendimiento de etanol teniendo en cuenta la glucosa y la xilosa
del material pretratado fue de 0,26 g/g, similar al observado por otros autores con la
misma cepa (Hahn-Hégerdal y col., 2007; Olsson y col.,, 2006). No obstante, el
rendimiento al emplear la cepa adaptada en un proceso de SCFS semicontinuo fue de
0,31 g/g. Este incremento del rendimiento se debe tanto a la utilizacion de una levadura
cofermentadora de pentosas cuyo indculo fue adaptado a los tdxicos con un mayor
consumo de azucares (tanto xilosa como glucosa) como a la realizacién del proceso de

SCFS en semicontinuo.

A pesar de las mejora que supone emplear el MPC en un proceso de SCFS con
la cepa adaptada de S. cerevisiae F12, no ha sido posible superar la concentraciéon de
etanol (36,2 g/l) ni el rendimiento de SFS (0,33 g/g) obtenidos en el proceso de SFS en
semicontinuo a 42 °C con K. marxianus CECT 10875 a partir del RSI. Asi pues, es
necesario seguir investigando con objeto de obtener levaduras recombinantes mas
robustas y resistentes a los toxicos generados durante el pretratamiento, que presenten
buenas capacidades fermentativas y permitan alcanzar mayores rendimientos globales

en el proceso de produccion de bioetanol de segunda generacion.
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5. CONCLUSIONES

1. La explosion por vapor (EV) es un método efectivo para alterar la estructura la
paja de trigo favoreciendo la accesibilidad de las enzimas en la etapa de
hidrolisis enzimatica. El pretratamiento por EV provoca una solubilizacion
parcial de la hemicelulosa y una concentracion de la celulosa y la lignina en el
RSI, cuya proporcion depende de la severidad del pretratamiento y del tamaiio
de particula empleado durante el mismo. Las condiciones de pretratamiento, que
determinan la composiciéon del material pretratado completo (MPC), deben
elegirse de acuerdo al esquema de proceso seleccionado para las posteriores

etapas de hidrdlisis y fermentacion.

2. El proceso de Sacarificacion y Fermentacion Simultaneas (SFS) de paja de trigo
pretratada a etanol permite obtener mayores productividades volumétricas de

etanol y rendimientos globales que el proceso de etapas separadas.

3. Lautilizacién de la levadura termotolerante K. marxianus CECT 10875 permite
realizar el proceso de SFS a 42 °C, obteniéndose mejores rendimientos y
productividades volumétricas de etanol que en el proceso de SFS a 32 °C con S.

cerevisiae Red Star.

4. La cepa recombinante S. cerevisiae F12 es capaz de cofermentar la xilosa y la

glucosa presentes en hidrolizados de la paja de trigo pretratada.

5. El empleo de S. cerevisiae F12 en un proceso de Sacarificacion y
Cofermentacion Simultaneas (SCFS) con el MPC aumenta en un 30% la
produccion de etanol en comparacion con los resultados obtenidos con la cepa

fermentadora de glucosa S. cerevisiae Red Star.

6. La adaptacion de la cepa recombinante S. cerevisiae F12 mediante ingenieria

evolutiva origina una poblacion con mayor tolerancia a los productos toxicos y
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mayor tasa de consumo de azucares, lo que se traduce en mayores

productividades volumétricas, rendimientos y concentraciones finales de etanol.

Los procesos de SFS/SCFS en semicontinuo aumentan los rendimientos y
productividades volumétricas de etanol cuando se comparan con los procesos
convencionales. El proceso semicontinuo, ademas de facilitar el manejo del
material favoreciendo la fluidez del medio, disminuye la inhibicién por producto
final de la glucosa sobre las enzimas y favorece la cofermentacion de la glucosa

y la xilosa.

Los mejores resultados de produccion de etanol se obtuvieron al utilizar K.
marxianus CECT 10875 en un proceso de SFS semicontinuo a 42 °C. La
concentracion maxima de etanol fue de 36,2 g/l lo que significd un incremento
de un 20% en la produccién de etanol en comparacion con la SFS convencional

a las mismas condiciones.

La mayor integracion de las etapas de proceso se consigue con el empleo de
levaduras capaces de cofermentar la xilosa y la glucosa en procesos de SCFS
con el MPC. No obstante, la mayor concentraciéon y rendimiento de etanol se
obtuvo empleando K. marxianus CECT 10875. Asi pues, todavia es necesario
seguir investigando con el fin de conseguir cepas recombinantes mas robustas y
con buenas capacidades fermentativas, con objeto de alcanzar mayor
rendimiento global en el proceso de produccion de bioetanol de segunda

generacion.
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CONCLUSIONS

1. Steam explosion (SE) is an effective pretreatment method to alter wheat straw
structure favouring the accessibility of cellulases in the enzymatic hydrolysis
step. SE pretreatment causes partial solubilization of hemicellulose and cellulose
and lignin concentration, which proportion depends on pretreatment severity as
well as chip size employed. Pretreatment conditions, that determine slurry
composition, must be chosen according to the process configuration selected for

the following hydrolysis and fermentation steps.

2. Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) process of steam-
exploded wheat straw for ethanol production enables to obtain higher ethanol
volumetric productivity and overall yield than Separate Hydrolysis and

Fermentation (SHF) process.

3. The employment of the thermotolerant yeast K. marxianus CECT 10875 makes
possible to perform the SSF process at 42 °C, obtaining higher yields and
ethanol volumetric productivity than in SSF process at 32 °C with S. cerevisiae

Red Star.

4. Recombinant strain S. cerevisiae F12 is capable of co-fermenting the xylose and

glucose present in prehydrolysates from steam-exploded wheat straw.

5. The use of S. cerevisiae F12 in a Simultaneous Saccharification and Co-
fermentation process (SSCF) with the whole slurry results in a 30% increase of
ethanol production in comparison with the glucose fermenting yeast S.

cerevisiae Red Star.

6. Adaptation of the recombinant xylose-fermenting S. cerevisiae F12 to wheat
straw prehydrolysates with increasing concentration of inhibitors results in an
evolved population showing higher sugar consumption rates and higher ethanol

concentration and productivities than the parental strain.
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7. Fed-batch SSF/SSCF processes result in higher ethanol yield and productivity

than batch SSF/SSCF. Fed-batch processes, besides making the mixture easier to
handle, reduce end-product inhibition and favour glucose and xylose co-

fermentation.

The best results regarding maximum ethanol concentration were obtained with K.
marxianus CECT 10875 in fed-batch SSF process at 42 °C. Ethanol
concentration was 36.2 g/L. which meant 20% increase in the ethanol production

when comparing with conventional SSF at the same conditions.

The highest level of process integration is reached with yeast strains able to co-
ferment glucose and xylose in an SSCF process with the whole slurry.
Notwithstanding, the highest ethanol concentration and yields were obtained
with K. marxianus CECT 10875. Therefore, great efforts have still to be
addressed to obtain robust recombinant strains with good fermenting capacities
in order to improve the overall yield in a second generation bioethanol

production process.
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